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Uber das Verhalten hydrocyclischer Verbindungen 
im Tierkérper. II’) 


Stoffwechselversuche mit Cyclohexan 
und mit «-cyclohexyl-substituierten Fett- und Aminosiuren*) 


Von 


K. Bernhard 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. September 1938) 


In einer friiheren Verdéfientlichung') berichtete ich iiber das 
Verhalten der Cyclohexyl-essigsiure und Cyclohexyl-propionsiure 
im Stoffwechsel des Hundes. Erstere verbrennt vollig, durch Ring- 
oxydation entstanden gedachte #-Keto-korksiure wird bis auf eine 
geringe Menge Bernsteinsiure abgebaut. Cyclohexyl-propionsiure 
geht in Benzoesiure iiber, da die intermediir sich bildende Hexa- 
hydrobenzoesiure dehydriert wird. 

Ks schien angezeigt, an weiteren cyclohexyl-substituierten 
Fett- und Aminosiuren zu priifen, ob sich gewisse gesetzmiBige 
Beziehungen iiber die Oxydation des hydroaromatischen Ringes 
ergeben, 

Cyclohexan selbst lieferte nach subcutaner Injektion an 
ein Kaninchen sowie nach Fiitterung an einen Hund keine Abbau- 
produkte. Es ist anzunehmen, daB es verbrennt oder voriibergehend 
gespeichert wird. 

Von subcutan injizierter Cyclohexyl-buttersiure ver- 
schwand der gréBte Teil unter Vermehrung der Harn-Oxalsiure um 
rund 100°/,. Man kann sich den Abbau wie bei der Cyclohexyl- 
essigsiure iiber die #-Ketokorksiure verlaufend denken. Da dabei 
intermediir Adipinséure entstehen miiBte, welche verfiittert keine 
Oxalsiiure gibt, sind auch andere Abbauwege diskutierbar. Es 
wire nicht ausgeschlossen, da8 auf der Stufe der Cyclohexyl-essig- 


1) I, Diese Z. 248, 256 (1987). 
*) Teilweise vorgetragen a. d. 13. Tagung d. freien Vereinigung schweiz. 
Physiol. 29, II. 88. Basel. 
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siure die Seitenkette als Oxalsiure abgespalten wird und der 
ringférmige Anteil z.B. als Cyclohexanol?) oder Cyclohexanoy 
verbrennt. 

Die Cyclohexyl-valeriansiure lieferte sowohl per os als 
subcutan gegeben 62 und 38°/, Benzoesiure. 

C,H,, - CH, - CH, - CH, + CH, -COOH —-> C,H,,COOH —-> C,H,COOH. 
A A —6H 

Hingegen verbrannte verfiitterte Cyclohexyl-decansiure, 
da sie wohl in Cyclohexyl-essigsiure iibergeht, vollig. 

C,H,, - CH, - CH, - CH, - CH, - CH, - CH, - CH, - CH, - CH, - COOH. 

* * } 

Kine Vermehrung der Oxalsiiure konnte hier nicht nach. 
gewlesen werden. 

Wenn man annimmt, daB aus einem Mol Cyclohexyl-decansiiure 
ein Mol Oxalsiure entstiinde, so ergiibe die verabreichte Menge 
3,895 oder pro Tag 0,354 g Oxalsiure, im Falle der Cyclohexy)- 
buttersiure hingegen 8,466 bzw. 1,058 g. Die tiiglichen Oxalsiiure- 
Ausscheidungen betrugen im Mittel 17,1 und 55,7 mg. 

Meine Versuche erlauben einen unmittelbaren Vergleich mit 
den von F. Knoop?) erhaltenen Befunden iiber den Stoffwechsel 
phenyl-substituierter Fettsiuren, die bekanntlich zu dem inzwischen 
oftmals bestitigten Gesetz der f-Oxydation fiihrten: w-cyclohexyl- 
substituierte Fettsiuren mit gerader C-Atomzahl verbrennen. Die 
Seitenkette wird f-oxydiert, die Ringsprengung beginnt wohl erst 
auf der Stufe der Cyclohexyl-essigsiure, wiihrend entsprechend 
phenyl-substituierte Siuren Phenylessigsiiure bilden, welche direkt 
oder mit Glykokoll gepaart im Harn erscheint. 

Cyclohexyl-Fettsiuren mit ungerader C-Atomzahl der Kette 
geben intermediir Hexahydrobenzoesiiure und verhalten sich, da 
diese zu Benzoesiure dehydriert wird, wie die entsprechenden 
Phenylfettsiuren. 

Ich versuchte diese Beziehungen an hydrierten aromatischen 
Aminosiuren zu bestitigen, indem auch hier dank der Arbeiten 
Knoops’) iitber den Abbau der Phenylamino-buttersaure Vergleiche 
moglich sind. 

Durch Hydrierung von inaktivem Phenylalanin in salzsaurer 
Lésung nach Waser und Brauchli‘) erhielt ich das Hexahydro- 





2) Diese Z. 248, 256 (1937). 
5) Diese Z. 67, 489 (1910). 
4) Helvet. chim. Acta 7, 740 (1924). 
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phenylalanin-chlorhydrat und verfiitterte die in Wasser leicht 
lésliche Verbindung. Es war zu erwarten, daB die entstehende 
a-Ketosiure in die Hexahydrophenyl-essigsiiure iibergehe und 
diese vollig verbrenne. ‘Tatsiichlich verschwand der gréBte Teil, 
daneben isolierte ich 20,62°/, emer optisch aktiven Cyclohexyl- 
acetyl-amino-propionsdure C,H,,+-CH, -CH(NH-CO-CH,)COOH, 
deren spezifische Drehung [e];” = — 4,23° betrug. 

Hydrierung von 1(—)-Tyrosin fihrt in salzsaurer Lésung leicht 
zu Hexahydro-phenyl-alanin mit einer Drehung[@}" = + 13,32° 
Da d(+)-Phenyl-alanin ein linksdrehendes Hydrierungsprodukt 
liefert, nehmen Waser und Brauchli an, daB es sich bei der 
aus l(—)-Tyrosin stammenden Verbindung um das 1(+)-Hexahydro- 
phenyl-alanin handelt. Ks verhielt sich im Stoffwechsel des Hundes 
im wesentlichen wie das Racemat, wurde also griBtenteils ver- 
brannt und zu 22,42°/, als Acetylverbindung ausgeschieden; deren 
Drehung stimmt mit dem aus dem inaktiven Hexahydro-phenyl- 
alanin erhaltenen Produkt iiberein. In beiden Fallen fiihrte die 
Hydrolyse mit Salzsiure zum 1(+-)-Hexahydro-phenyl-alanin. Dar- 
aus glaube ich schlieBen zu kénnen, daB die erhaltenen Acetyl- 
produkte der 1-Form angehéren. 

Nach Verfiitterung des inaktiven Acetyl-phenyl-alanins an 
Hunde hatten bereits Knoop und Blanco‘) und neuerdings du 
Vigneaud und I[rish®) neben unverindertem Material ein links- 
drehendes Acetylprodukt isoliert, das sich als Acetylverbindung 
des d(+)-Phenyl-alanins erwies. 

Die Cyclohexyl-amino-buttersiure gab wie erwartet 
Jenzoesiiure (35,5 °/,): 

C,H,, CH, « CH, - CH(NH,) - COOH > C,H, - CH, - CH, : CO - COOH —> 
> C,H, + CH, « CH, - COOH —> C,H, - COOH —» C,H,COOH 


Daneben fand ich 10,57°/, Cyclohexyl-acetyl-a-amino-butter- 
siure C,H,, + CH, -CH,-CH(NH- CO. CH,)COOH mit einer Drehung 
a) = + 161° Ob es sich hier um das Acetylprodukt der d- 
oder 1-Cyclohexyl-c-amino-buttersiiure handelt, kann ich vorliufig 
nicht entscheiden, da die optisch aktiven Komponenten nicht 
bekannt sind. 

Aus meinen Untersuchungen geht hervor, daB der hydro- 
aromatische Ring unter geeigneten Umstiinden leicht gespalten 
wird, und es wire nicht ausgeschlossen, daB gegebenenfalls ein- 





*) Diese Z. 146, 267 (1925). 
*) J. of. Biol. Chem. 122, 349 (1938). 
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tretende Hydrierungen ungesittigter Ringsysteme diese fiir die 
Zelle leichter verbrennlich machen. Neben der _ bewieseney 
Dehydrierung zum aromatischen Ring ist auch der umgekehrt 


Vorgang denkbar. 


Experimenteller Teil 


Zu den Versuchen wurden mit einer Ausnahme (V. 149) gesunde Bastard- 
hunde mittleren Alters verwendet. Sie erhielten 150—200 g¢ gekochten Reis, 
50 g mageres Pferdefleisch, wenig Salz und Wasser und scheiden bei dicsem 
Futter nur geringe, zu vernachlissigende Hippur- und Benzoesiuremengep 
aus. Die Aufarbeitungen der quantitatiy gesammelten Harne richteten sich 
nach den analysenrein verabreichten Substanzen, die Extraktionen mit Ather, 
Petrolither oder Essigester erfolgten durch mehratiindiges, wiederholtes 
Schiitteln auf der Maschine. 

Die Oxalsiurebestimmungen fiihrte freundlicherweise Herr Dr. P. Miiller 
nach dem am Institute von ihm ausgearbeiteten Verfahren durch’). 


A 


Versuch 149. Subcutane Injektion von Cyclohexan. Einem 2,92 kg 
schweren, mit Heu und Riiben gefiitterten Kaninchen habe ich ohne 
Schiidigung tiglich 2mal 1 cem oder in 8 Tagen 11,5 g Cyclohexan subcutan 
injiziert. Dosis pro die und kg Kérpergewicht 495 mg. Der wiihrend der In- 
jektions- und Nachperiode (7 Tage) gesammelte, auch nach Hydrolyse die 
Fehlingsche Lésung nicht reduzierende Harn (1950 cem) wurde nach 
Filtration angesiuert und mit Ather extrahiert. Die Aufarbeitung der 
iitherischen Extrakte fiihrte nicht zu Abbauverbindungen des Cyclohexans. 


Versuch 150. Fitterung von Cyclohexan. Dem Hunde M. wurden 
wihrend 10 Tagen 30g in Butter gelistes Cyclohexan verfiittert, das sind 
280 mg/kg und Tag. Die Harnmenge von 14 Tagen betrug 9025 cem und 
reduzierte Fehlingsche Lésung nicht. Durch saure Extraktion mit Ather 
wurden Anteile erhalten, die aufgearbeitet keine Abbauprodukte, z. B. 
Dicarbonsiiuren, lieferten. Laut Analyse waren in diesen Extrakten 103 mg 


Oxalsiiure enthalten. 
B 

w-Cylelohexyl-derivate verschiedener normaler aliphatischer Siiuren 
haben G.S. Hiers und R. Adams‘) hergestellt, und zwar die Siuren mit 
2 bis einschlieBlich 8 C-Atomen in der Seitenkette aus Bromiden mittels 
der Malonestersynthese, diejenigen mit mehr als 8 C-Atomen durch Konden- 
sation des Grignardreagens mit den Aldehydestern. Ich ging von den ent- 
sprechenden phenyl-substituierten Verbindungen aus und hydrierte jeweils 
5 g mit 3—5 g Platinoxyd nach Adams. 


Versuch 129. Subcutane Injektion von y-Cyclohexyl-buttersaure. 
Phenylbuttersiiure wurde durch Reduktion der $-Benzoyl]-propionsiiure ge 
wonnen und anschlieBend in Eisessig hydriert. Die Wasserstoffaufnahme 
verlief sehr rasch. Reinigung des Rohproduktes durch Vakuumdestillation. 


) Diese Z. 251, 52 (1938). 
‘) J. Amer. Chem. Soc. 48, 2385 (1926). 
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C,oHis02 (170,14) Ber. C 70,53 H 10,66 
Gef. ,, 70,70 ,, 10,55. 


Die Siure wurde mit Natronlauge neutralisiert und in Mengen von 2,0 g 
pro Tag dem Hunde W. subcutan als wiBrige Lésung eingespritzt. Dosis 
pro Tag und kg Kérpergewicht 193 mg. Totale Menge 16,0 g, Dauer des 
Ves 15 Tage. (8 tigige Haupt- und 7 tigige Nachperiode.) Gegen 
Ende der Nachperiode bildete sich ein nekrotischer Bezirk. Sonst traten 
keine Stérungen ein. Den gesamten, wiihrend der Versuchsdauer gesammelten 
Harn von 11,06 Liter, engte ich bei schwach alkalischer Reaktion bei 40° im 
Vakuum auf 800 cem ein und extrahierte dieses Konzentrat bei kongosaurer 
Reaktion 5mal mit je 1,5 Liter Ather. Die eingeengten iitherischen Aus- 
ziige destillierte ich zur Abtrennung eventuell unverdinderten Ausgangs- 
materials mit Wasserdampf. Im Destillat fand sich wenig saures Ol, das 
nach Destillation im Vakuum, Titrationen und Analysen vielleicht wenig 
unreine Cyclohexyl-buttersiure enthielt. Den nicht wasserdampffliichtigen 
Anteil des iitherischen Extraktes schiittelte ich intensiv mit Ather aus und 
behandelte den Atherriickstand mit heiBem Wasser. Nach Abtrennung von 
327 ¢ braunem Ol wurde die wiBrige Phase vorsichtig eingeengt und 
dabei 394 mg Oxalsiure erhalten. 

Schmelzpunkt der aus Wasser ausgeschiedenen Krystalle 97—101°, 
mit Oxalsiure 99—101°. 


4,153 mg Subst.: 2,930 mg CO,, 1,780 mg H,O. — 17,079 mg Subst.: 
10,835 eem, 0,01 n-NaOH. 
C,H,O,-+ 2H,O (126,05) Ber. C 19,04 H 4,76 Aquiv.- Gew. 63,03 
Gef. ,, 19,24 ,, 4,79 . 65,0. 
Die wihrend der ersten 12 Versuchstage gesammelte Harnmenge ent- 
hielt laut Analyse 668,65 mg oder pro Tag 55,7 mg Oxalsiiure. Das gleiche 
Tier schied bei analoger Nahrung unter physiologischen Bedingungen 
wihrend 12 Tagen 315 oder im Tag 26,2 mg aus. Normalerweise kann 
bei der geschilderten Harnaufarbeitung keine Oxalsiiure isoliert werden. 


Versuch 160. Subcutane Injektion von Cyclohexyl-valeriansaure. 
\us Zimmtaldehyd, Malonsiure und Eisessig wurde nach Liebermann’) 
die gut krystallisierende Cinnamal-malonsiure erhalten und in Eisessig in 
sehr guter Ausbeute zur Cyclohexyl-propyl-malonsiure hydriert. 
4,182 mg Subst.: 9,655 mg CO,, 3,370 mg H,O. 
C,.H,,0, (228,16) Ber. C 63,11 H 8,83 
Gef. ,, 62,95 ,, 9,02. 
Schmelzpunkt der aus Benzol umkrystallisierten Siure 92—93° unter 
Zersetzung. Zur Decarboxylierung erhitzte ich sie im Vakuum der Wasser- 
strahlpumpe wihrend 30 Minuten auf etwa 175° 19,3 g lieferten 13,84 g 
Cyclohexyl-valeriansiure, die durch Vakuumdestillation rein erhalten wurden. 
C,;H,)0, (184,2) Ber. C 71,68 H 10,95 Aquiv.-Gew. 184,2 
Gef. ,, 72,04 » 11,05 184,57. 


Hund W. erhielt subcutan tiglich 1,0 g (=10ccem) der mit Natron- 
lauge neutralisierten Siure oder pro Tag und kg 98 mg. 





) Ber. chem. Ges. 28, 1439 (1895); Liebigs Ann. 306, 252 (1898). 
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Die Einspritzungen wurden nach 4 g eingestellt, da sich Anschwe). 
lungen und spiter Nekrosen ergaben. Der durch 5malige Extraktion de; 
filtrierten angesiuerten Harnes erhaltene iitherische Auszug lieferte bein 
Digerieren mit Petrolither 628,7 mg krystallisierten Riickstand. Durch 
Behandlung mit heiBem Wasser trennte ich aus dem Petrolither-nich. 
léslichen Anteil 314 mg rohe Hippursiiure (Schmelzp. 181—183°) ab. De 
extrahierte Harn wurde dann bei alkalischer Reaktion im Vakuum konzep. 
triert und nach Ansiiuern erneut ausgeithert. Es ergaben sich 650 mg 


krystallinischer Riickstand und daraus 255,5 mg reine Benzoesiiure. Durch i 


Vakuumsublimation und Umkrystallisieren aus heiBem Wasser unter Ver 
wendung von Tierkohle resultierten insgesamt 745 mg reine Benzoesiiure 
und 388,8 mg reine Hippursiiure. Schmelzp. 118,5—119,5 bzw. 186—187) 
Mischschmelzpunkte ohne Depression. 
3,964 mg Subst.: 9,960 mg CO,, 1,800 mg H,0. 
C,H,O, (122,05) Ber. C 68,82 H 4,96 Gef. C 68,53 H 5,0s. 
3,990 mg Subst.: 8,805 mg CO,, 1,830 mg H,O. — 5,755 mg Subst 
0,394 cem N, (19°, 740 mm). 
C,H,O,N (179,08) Ber. C 60,33 H 5,06 N 7,81 
Gef. ,, 60,17 ,, 5,13 ,, 7,79. 
Die aufgefundene Hippursiiure entspricht 263,5 mg Benzoesiiure, s 


dab sich deren Ausbeute auf 1008,5 mg erhéht. Das sind 38,07°, d. ThE 


Versuch 163. Fiitterung von Cyclohexyl-valeriansaure. 6 g Cyclo. 
hexyl-valeriansiiure wurden dem Hunde B. per os verabreicht. Dem Futter 
als Natriumsalz beigemischt, wurden sie gut gefressen und ohne Stérungen 
ertragen. Tiigliche Mengen 1,0 g; oder 83 mg/kg und Tag. Dauer des 
Versuches inklusive 3 Tage Nachperiode: 9 Tage. Die Harnaufarbeitung 
erfolgte wie bei Versuch 160 und ergab 2,616 g rohe bzw. 2,470 g reine 
Benzoesiiure. Ausbeute 65,83 bzw. 62,16°/,. Schmelzp. 121—122°, Misch: 
schmelzpunkt mit Benzoesiiure 121—122,°. 


4,005 mg Subst.: 10,060 mg CO,, 1,770 mg H,O. — 100,5 mg Subst. 
8,30 cem, 0,1 n-NaOH. 
Gef. C 68,52 H 4,95  Aquiv.-Gew. 121,08. 


Versuch 130. Fitterung von Cyclohexyl-decansaure. Zur Gewinnw: 
von Phenylketo-decansiiure C,H,CO-(CH,),COOH habe ich 0,68 Mol Sebacy!- 
chlorid in 4,5 Mol wasserfreiem Benzol und 1,0 Mol wasserfreiem Aluminiun- 
chlorid erwiirmt. Die Reaktionsmasse wurde nach Zersetzung mit Wasser 
und Abtrennung des iiberschiissigen Benzols im Wasserdampf, durch Aus: 
schiitteln mit Soda vom neutralen Diphenyldecandion getrennt und da: 
Gemisch Phenylketo-decansiure—Sebacinsiiure direkt in Eisessig hydriert. 
Die mittlere Wasserstoffaufnahme fiir 5 g betrug 1772 cem statt 2445 ccm 
fiir reine Phenyldecansiure. Nach der Hydrierung wurde im Vakuum ¢er 
Eisessig abgetrennt und zur Entfernung der Sebacinsiure mit Petroliither 
aufgenommen. Die Ausbeute an roher Cyclohexyl-decansiiure bezogen au 
das angewandte Siurechlorid betrug 38°/,. Reinigung durch Wasserd: ni 
destillation und Umkrystallisation aus Petrolither. Schmelzp. 51,5- 


4,018 mg Subst.: 11,120 mg CO,, 4,260 mg H,O. 
C,H 5,0, (254,24) Ber. C 75,52 H 11,89 Gef. C 75,52 H 11,7. 
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Die Siure wurde dem Hunde W. als Natriumsalz in wiBriger Lésung 
in tiglichen Mengen von 1 g oder pro Tag und kg Kérpergewicht von 
100 mg mit dem Futter verabreicht. Totale Menge 11 g, Dauer des Ver- 
suches inklusiv 4 Tage Nachperiode: 15 Tage. Keine Stérungen. Der 
Harn (9220 ecm) enthielt 239,7 mg Oxalsiiure, die tiigliche Ausscheidung 
betrug demnach 17,1 mg und kann als normal bezeichnet werden. Weder 
Ausgangsmaterial noch Abbauprodukte der Cyclohexyl-decansiiure lieBen 
sich auffinden. 


Versuch 143. Fitterung von d,l-Hexahydro-phenylalanin (mit- 
bearbeitet von Herrn Cand. med. W. Bachmann). Je 5 g racemisches 
Phenylalanin wurden in 80 cem 2 n-Salzsiure hydriert. Das erhaltene 
Hexahydro-phenylalanin-chlorhydrat sinterte bei 240° und schmolz bei 
242-248 °, 

C,H,,0,NCl1 (207,6) Ber. C 52,02 H 8,74 N 6,75 
Gef. ,, 52,20 , 880 ,, 660. 


14 g Chlorhydrat der Aminosiiure wurden in wibriger Losung in Mengen 
von 2g pro Tag (pro Tag und kg Képergewicht 175 mg) dem Hunde M. 
ohne Stérungen verabreicht. Unveriindertes Ausgangsmaterial war im Harn 
nicht zu erwarten, allfallige Abbauprodukte sollten dtherléslich sein, weshalb 
die filtrierte Harnmenge von 13 Tagen (Volumen 8225 ccm) nach Einengen 
im Vakuum bei leicht alkalischer Reaktion sauer ausgeithert wurde. Aus 
diesen Extrakten konnten insgesamt 4,75 g krystallinische Anteile und dar- 
aus 2,978 g reine Cyclohexyl-acetyl-aminopropionsiure isoliert werden. 
Schmelzp. 198—199°. Sie ist aus heiBem Wasser beim Abkiihlen in schénen 
langen Nadeln erhiltlich und leicht léslich in Alkohol. 


4,094 mg Subst.: 9,280 mg CO,, 3,270 mg H,O. — 4,690 mg Subst.: 
0,271 cem Ny (25°, 757 mm). — 6,338 mg Subst.: 2,929 cem: 5,201 mg Subst.: 
2.408 cem 0,01 n-NaOH. 

C,,H,»NO, (218,15) 
Ber. C 61,93 H 8,98 N 6,57 Aquiv.-Gew. 213,15 


Gef. ,, 61,81 ,, 894 ,, 6,59 a 216,3, 215,9. 
Spezifische Drehung: 

200,0 mg geldst in 5 cem 95°/,igem Athanol «!8°=—0,16°, —0,17°, 

180,2mg ,  , 5ecm 95°/,igem e a18°= — 015°, 

210,.lmg ,, ,, 5ecem 95°/,igem a 18° — 0,17°. 


[a]}8°= — 38,989, — 4,239, —4,17°, — 428°. 

In stirkerer Lauge tritt Spaltung auf, in 2 n-NaOH wurde eine Drehung 
«)\8°= — 877° gefunden. 

Kine Probe des Acetylproduktes wurde durch saure Hydrolyse zerlegt. 
Das erhaltene Chlorhydrat schmolz bei 241°. 

4,125 mg Subst.: 7,845 mg CO,, 3,200 mg H,O. — 4,465 mg Subst.: 
0,263 cem N, (22°, 746 mm). 

C,H,,O,NCl Gef. C 51,87 H868 N 6,67. 


Spezifische Drehung: 193,8 mg gelést in 5 cem 0,5 n-HCl. 
a = 0,41, [w]21°= + 10,58°. 
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Die eingewogene Chlorhydratmenge entspricht 159,6 mg freier Base. 
die Drehung betrigt also [a]21°= + 12,84°. 


Versuch 144. Futterung von 1(+)-Hexahydro-phenylalanin (nit. 
bearbeitet von Herrn Cand, med. W. Bachmann). 5 g 1(—)-Tyrosin wurden 
in 80 ccm 2 n-HCl gelést und mit Wasserstoff in 105—120 Minuten hydriert, 
10 g gaben etwa 8 g Hexahydro-phenylalanin-chlorhydrat. Es scheidet sich 
beim Einengen der vom Platin getrennten salzsauren Lésung direkt als 
Reinprodukt ab, ein Umkrystallisieren aus Alkohol-Ather nach den Angaben 
von Waser und Brauchli war nicht notwendig. Schmelzpunkt bei 239°, 
unscharf unter Zersetzung. 


C,H,,0,NCI (207,6) Ber. C 52,02 H874 N 6,%5 
Gef. ,, 52,04 ,, 8,70 ,, 6,76. 


Spezifische Drehung: 99,8 mg gelést in 5 cem H,O, «28°= + 0,18°, 
[a}g8°= + 8.519 
99,7 mg geldst in 5 cem 0,1 n-HCl, «?7°= + 0,22 [a]27°= + 11,03°. 
201,3mg , 4, 5ecemo05_,, a? 1°= 4+0,44°, [aj21°= + 10,93°, 
155,1mg ,, ,, 5eem 2 n-NaQH, o? = +0,25°, [a]27°=4- 8,09°. 


Bei stiirkeren Siiurekonzentrationen jindert sich die Drehung nicht 
mehr, Waser und Brauchli fanden fiir die freie Aminosiure in 4°/,iger 
Salzsiiure eine spezifische Drehung [«]?°°= +18,30° Unsere in salzsaurer 
Liésung gemessenen Werte betragen auf freie Aminosiure umgerechnet 
+ 13,40 und 13,27°. 

Das Chlorhydrat wurde in wiBriger, neutralisierter Lésung in tiglichen 
Mengen von 1g dem Hunde M. ins Futter gegeben und ohne Stérungen 
ertragen. Gesamtmenge 9 g, pro Tag und kg Kérpergewicht 97 mg, Dauer 
inkl. Nachperiode: 13 Tage. Der filtrierte und angesiuerte Harn (7,670 Liter) 
wurde 4mal ausgeithert und bei schwach saurer Reaktion auf 600 cem ein- 
geengt. Dieses Konzentrat haben wir erneut mit Ather ausgezogen. Aus 
den Extrakten konnten 2,552 g (= 27,61°/,) rohe Krystalle erhalten und nach 
Umkrystallisieren unter Verwendung von Koble als Cyclohexyl-acetyl-e-amino- 
propionsiiure identifiziert werden. Ausbeute am Reinprodukt 2,074 g oder 
22.429), d. Th. 

4,159 mg Subst.: 9,420 mg CO,, 3,310 mg H,O. — 4,290 mg Subst.: 
0,248 cem N, (22°, 757 mm). 

C,,H,)NO, (213,15) Ber. C 61,93 H898 N 6,57 
Gef. ,, 61,79 »» 8,91 » Ce. 

Spezifische Drehung: 154,5 mg gelést in 5 ecm 95°/,igem Alkohol, 
[a]18°= + 3,88° 

Eine Probe wurde mit konzentrierter Salzsiure auf dem Wasserbad 
hydrolysiert. Das sich bildende Chlorhydrat schmolz bei 239° unter Zersetzung. 


8,978 mg Subst.: 7,620mg CO,, 3,060 mg H,O. — 3,940 mg Subst.: 
0,230 cem N, (22°, 752 mm). 
C,H,,O,NC] Ber. C 52,02 H 8,74 N 6,75 
Gef. ,, 52,24 ,, 861 ,, 6,68. 
Spezifische Drehung: 118 mg Chlorhydrat in 5 cem 0,5 n- HCl, 
2 = + 0,26, [a]2°°= + 11,47 
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Die Hydrolyse hat somit ein mit dem Ausgangsmaterial identisches 
Spaltprodukt ergeben. 


Versuch 178. Futterung von Cyclohexyl-«-amino-buttersaure. 
Nach Knoop und Hoessli") wurde iiber Phenyloxycrotonsiiure die Phenyl- 
y-ketobuttersiure und mit Hydroxylamin die Oximsiure hergestellt und diese 
durch Suspension in 2 n-HCl direkt hydriert. Die Reingewinnung des 
Chlorhydrates bereitete Schwierigkeiten. 


©,,H,,O.NCl Ber. C 54,12 H 9,10 N 6,31 
Gef. ,, 54,94, 54,30 ,, 9,03, 8,69 ,, 5,95, 5,94. 


Hingegen konnte aus dem Chlorhydrat mit Essigsiiure die in heiBem 
Wasser schwer lésliche Cyclohexyl-a-aminobuttersiure leicht gewonnen 
werden. Krystalle aus Wasser: Schmelzp. 276° unter Zersetzung. 


3,970 mg Subst.: 9,410 mg CO,, 3,640 mg H,O. — 4,525 mg Subst.: 
0,302 cem N, (24°, 755 mm). 
C,oH,g0.N (185,15) Ber. C 64,82  H 10,34 N 1,56 
Gef. ,, 64,68  ,, 10,26 ,, 7,62. 


Hund M. bekam im Tag 1 g Chlorhydrat, insgesamt 7 g als neutrale 
wibrige Lésung dem Futter beigemischt. Menge pro Tag und kg K6rper- 
gewicht 91 mg. Dauer des Versuches 10 Tage. Keine Stérungen. Den 
Harn (6090 em) habe ich im Vakuum bei 50° und leicht alkalischer Reaktion 
eingeengt. Das Konzentrat extrahierte ich nach Ansiuern 6mal mit Ather 
und 5mal mit Essigester und gewann 1,437 g rohe oder 1,368 g analysenreine 
Benzoesiiure. Das sind 37,26 bzw. 35,49°/, d. Th. Schmelzp. 121—122,5°, 
mit Benzoesiure 121,2—22,8°. 


4,814 mg Subst.: 12,150 mg CO,, 2,140 mg H,O. 


C,H,O, Ber. C 68,82 H 4,96 
Gef. ,, 68,82 ,, 4,97. 


Daneben isolierte ich 2,15 g stark dunkelbraune Krystalle, die aus 
Alkohol-Wasser mit Kohle umkrystallisiert 758,8 mg reine Cyclohexyl- 
acetyl-aminobuttersiure lieferten. Auf das Ausgangsmaterial bezogen betrug 
die Ausbeute fiir die rohe 29,89°/,, fiir die analysenreine Siure 10,57 °/). 
Schmelzp. 195—196°. Leicht léslich in Alkohol, verdiinntem Alkohol und 
in Ather. 


4,182 mg Subst.: 9,705 mg CO,, 3,440 mg H,O. — 5,490 mg Subst.: 
0.299 cem N, (24°, 755 mm). 


C,,H,,O,N (227,177) Ber. C 63,39 H 9,32 N 6,13 
Gef. ,, 63,28 ,, 9,20  ,, 6,22. 


Spezifische Drehung: 203,83 mg in 5 cem wéBrigem Alkohol (etwa 65°/,) 


feiost. 


a? 9° 40,66, +0,65° [o]2°°=s + 16,23°, + 15,99°. 


’) Ber. chem. Ges. 39, 1478 (1916). 
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Zusammenfassung 


1. Ich untersuchte das Verhalten von Cyclohexyl-butter-. 
-valerian- und -decansiure, ferner von inaktivem und 1(+)-Hexa- 


hydro-phenylalanin und inaktiver «-Amino-y-cyclohexyl-buttersiiure 
im intermediiren Stoffwechsel des Hundes. 

2. Auch an den hydrierten Phenylfettsiuren wird das Gesetz 
der §-Oxydation bestitigt. 

3. Alle Séuren, die schlieBlich Hexahydro-phenylessigsiiure 
liefern, verbrennen vollig. Diejenigen, die zu Hexahydro-benzoe- 
siure fiihren, erscheinen als Benzoesiiure im Harne. 

4. Je nach der C-Zahl der Seitenkette wird der hydro- 
aromatische Ring vom Hunde verbrannt oder dehydriert. 

5. Cyclohexyl-aminopropionsaure verbrennt zu einem grosen 
Teil, Cyclohexyl-aminobuttersiure liefert Benzoesiure, beide Amino- 
siiuren werden aber teilweise auch als optisch aktive Acetylyer- 
bindungen ausgeschieden. 




















Stoffwechselversuche mit Hexahydro-p-toluylsadure, 
ortho-, meta- und para-Hexahydro-phthalsaure 
und ortho-, meta- und para-Hexahydro-amino-benzoesadure ') 

Von 


Karl Bernhard 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1938) 


Nach Fiitterung der drei isomeren Hexahydro-toluyl- 
siuren an einen Hund?) hatte ich die ortho-Siure unveriindert 
im Harn aufgefunden, die meta-Siure wurde zur entsprechenden 
Toluylsiure dehydriert, wihrend die para-Siure zum gréBten Teil 
verbrannte, daneben aber eine partielle Dehydrierung erfuhr und 
seringe Mengen nicht zu trennender ungesittigter Siuren ergab. 

Ich habe den letzteren Versuch mit der fliissigen Hexa- 
hydro-p-toluylsaiure wiederholt in der Hoffnung, dab bei 
sriBeren Gaben eine Identifizierung der Abbauprodukte gelingen 
méchte und unverdnderte, fliissige Siéiure leichter abzutrennen 
wiire. Nach Verabreichung von 20 g wurden 7,50 g oder 37,8°/, 
Hexahydro-p-toluylsiure analysenrein aus dem Harn abgetrennt 
und erneut wieder geringe Mengen, in alkalischer Loésung per- 
manganat-entfarbende, nicht rein zu erhaltende Krystallisate auf- 
gefunden. Die Ergebnisse des ersten Versuches wurden also 
bestiitigt und dahin erweitert, daB die fliissige Siure viel schwerer 
verbrennt als die feste. 

ortho-Phthalsiure wird nach Angaben von Juvalta’), 
Marfori und Giusti*) vom Hund abgebaut. Porcher’®), welcher 
(iese Befunde bestatigte, zeigte, daB meta- und para-Phthalsiure 
zu 75°/, unverindert ausgeschieden werden. 





’) III. Mitteilung iiber das Verhalten hydrocyclischer Verbindungen 
im ‘Tierkérper. 

*) Diese Z. 248, 256 (1937). 3) Diese Z. 13, 26 (1889). 

*) Bol. d. Se. Med. 1897. 
) Biochem. Z. 14, 351 (1908); J. Pohl, Ebenda 16, 68 (1909). 
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Ich konnte ortho-, meta- und para-Hexahydro-phthal- 
saiure, in entsprechenden Abstiinden dem gleichen Hund vertfiittert, 
zu 69, 34 und 76°/, analysenrein aus dem Harn isolieren. 

Kine Ringspaltung oder eine Dehydrierung scheint nicht 
einzutreten, vermehrte Oxalsiure oder andere Dicarbonsiiurey 
konnten nicht nachgewiesen werden. Ob in geringem MaBe eine 
Dehydrierung auftritt, ist schwer zu entscheiden; etwa entstehende, 
in den iblichen Extraktionsmitteln unlésliche kleine Mengen 
p-Phthalsiure kénnen leicht iibersehen werden. 

Man kann sich vorstellen, daB die hydrierten Phthalsiuren 
wegen ihrer leicht léslichen Salze von der Zelle nicht angegriffen, 
sondern sehr rasch ausgeschieden werden. Es kénnten aber auch 
die 2 COOH-Gruppen den fermentativen Abbau hemmen, etwa 
wie bei den Dicarbonsiiuren mit 6—10 C-Atomen 4). 

Uber das biologische Verhalten der isomeren Amino-benzoe- 
siuren sind wir durch verschiedene Untersuchungen unterrichtet. 
Von Hunden werden sie in der Hauptsache unverindert aus- 
geschieden, bei Kaninchen und Meerschweinchen treten Acety- 
lierungen auf, deren Umfang von Sherwin und Mitarbeitern 
studiert wurde *), 

Ich habe einem Hund ortho-, meta und para-Hexahydro- 
amino-benzoeséure in entsprechenden Zeitabstinden verfiittert. 
Alle 3 Siiuren sind in Wasser leicht, in organischen Lésungs- 
mitteln schwer oder nicht léslich. Die Aufarbeitung der Harne 
ergab keine Acetylverbindungen. Die 3 Siuren dirften wahrschein- 
lich verbrennen, es ist aber nicht ganz ausgeschlossen, daB sie 
zum ‘Teil unverindert erscheinen. Ihre Auffindung im Harn be- 
reitet infolge der erwaihnten Lésungsverhiltnisse Schwierigkeiten. 
Durch Benzoylierung der Harnkonzentrate nach Extraktion mit 
Ather und Essigester wurden keine entsprechenden Benzoylverbin- 
dungen, sondern lediglich Benzamid gefunden. Nach Verabreichung 
der Hexahydro-m-aminobenzoesiiure konnten weit iiber der Norm 
liegende Oxalsiuremengen isoliert werden. Die Harnmenge von 
10 Tagen enthielt rund 1400 mg Oxalsiure. Gleichfalls erhéhte 
Werte wurden nach Fiitterung der ortho-Siure, nicht aber der 
para-Saure angetroflen. Ob diese Oxalsiiure ihre Entstehung der 
Hexahydro-m- bzw. ortho-benzoesiure verdankt, ist nicht bewiesen, 
aber wahrscheinlich. 





®) Diese Z. 245, 103 (1987). 
’) J. of Biol. Chem. 58, 215 (1923/24); Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 
(Am.) 24, 422 (1927); J. of Biol. Chem. 105, 34 (1934). 
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Experimenteller Teil 


Die Versuche wurden alle an den Hunden M.9 und B. #@ durchgefiihrt. 
(jbliche Fiitterung wie bei friiheren Versuchen. Die analysenrein verab- 
reichten Verbindungen wurden mit einer Ausnahme durch Hydrierung mit 
Wasserstoff hergestellt, unter Verwendung von 4—6 g Platinoxyd nach 
Adams fir je 5 g Substanz. 

A 


Versuch 109. Fitterung von flissiger Hexahydro-p-toluylsaure. 
p-Toluylsiure wurde nach den Angaben von Willstitter und Jaquet?) 
hydriert. : 
C,H,,O, (142,11) Ber. C 67,56 H 9,93 

Gef. ,, 67,79  ,, 9,99. 


Hund M. bekam tiiglich 2 g, insgesamt 20 g der Siure als Natrium- 
salz verfiittert. (Menge pro Tag und kg K6rpergewicht 169 mg). Keine 
Stérungen. Volumen der Harnmenge 10,675 Liter. Die Aufarbeitung ergab 
10,634 g rohe oder 7,56 g analysenreine Hexahydro-p-toluylsiure, das sind 
53,17 baw. 37,8 °/). 

4,308 mg Subst.: 10,700 mg CO,, 3,790 mg H,0. 

Gef. C 67,74 H 9,84. 


Ferner wurden 978,6 mg Krystalle erhalten und dureh Umkrystalli- 
sieren und Sublimation im Vakuum zu trennen bzw. zu reinigen versucht. 
Sie entfirben in Soda gelést verdiinnte Permanganatlésungen sofort, er- 
weisen sich also als ungesiittigt. 

Schmelzpunkte und Analysen der einzelnen Fraktionen: 

Schmelzp. 145—150° C 67,33 H 7,88 Aquiv.-Gew. 137,5 
145—153° =, 68,45 ~—,,_7,05 5 


9 


Kine Identifizierung war nicht méglich. 


B 


Versuch 157. Fitterung von Hexahydro-o-phthalsaure. Chemisch 
reine Phthalsiure wurde in Eisessig hydriert, das aus Wasser—Alkohol 
unkrystallisierte Hydrierungsprodukt stellte ein Gemisch von cis- und trans- 
Hexahydro-o-phthalsiiure dar. Schmelzp. 189—-190,7°. 

C,H,.0, (172,1) Ber. C 55,78 H 7,03 
Gef. ,, 55,72 ., 7,12. 


Tigliche Fiitterung von 1g Siiure als Natriumsalz dem Hunde M. 
Gesamtmenge 12 g; pro Tag und kg 93 mg. Dauer des Versuches 16 Tage. 
Keine Stérungen. Die Harnmenge von 10,91 Liter wurde filtriert, angesiuert 
und im Vakuum auf 500 cem eingeengt. AnschlieBende 5 malige Extraktion 
mit Ather ergab 8,26 g oder 69°/, analysenreine Hexahydro-o-phthalsiure. 
Schmelzp. 188,5—91° Mischschmelzpunkt mit Ausgangsmaterial: keine 
Depression. 





*) Ber. chem. Ges. 51, 777 (1918). 
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3,950 mg Subst.: 8,085 mg CO,, 2,510 mg H,O. — 103,8 mg Subst: 


11,82 cem 0,1 n-NaOH. 


C,H,,0, (172,1) Ber. C 55,78 H 7,03 Aquiv.-Gew. 86,05 
Gef. ,, 55,82 ,, 7,11 % 67,7. 


Versuch 177. Fitterung von m-Hexahydro-phthalsdure. m-Phthal. 
siiure wurde in Eisessig hydriert und das Rohprodukt aus 2 n-Salzsiiure 


umkrystallisiert. Schmelzp. 161°. 
Gef. C 55,97 H 6,91, 


weitere Krystalle schmolzen bei 108—115°. 
Gef. C 55,64, H 6,84. 


Zur Verfiitterung in tiglichen Mengen von 1 g als Natriumsalz an den 
Hund B. gelangte ein Gemisch aus cis- und trans-Siure. Gesamtmenge 10 ¢ 
pro Tag und kg: 75 mg. Keine Stérungen, Dauer des Versuches 14 Tage. 
Die Harnmenge betrug 11,00 Liter und ergab bei der Aufarbeitung 3,396 ¢ 
oder 33,96°/, reine Hexahydro-m-phthalsiiure. Schmelzp. 163,5°. 


4,105 mg Subst.: 8,410 mg CO,, 2,660 mg H,O. — 107,83 mg Subst.: 
12,47 cem 0,1 n-NaOH. 


Gef. C 55,88 H17,25  Aquiv.-Gew. 86,02. 


Versuch 158. Fiutterung von Hexahydro-terephthalsadure. Tere 
phthalsiiure in Eisessig hydriert lieferte aus heiBem Wasser mit Kohle um- 
krystallisiert bei 163—168° schmelzende Hexahydro-terephthalsiure. Schmelz- 
punkt fiir die cis-Cyclohexan-dicarbonsiiure-(1,4) 161—62°, 168—69° 5). 


Gef. C 55,99 H 7,06 Aquiy.-Gew. 86,10. 


Hund M. bekam tiglich 1 g der mit Natronlauge neutralisierten Siiure 
dem Futter beigemischt. Totale Menge 12,0 g oder 100 mg/kg und Tag. 
Dauer 15 Tage. Keine Stérungen. Aus den 10,26 Liter Harn isolierte ich 
10,283 oder 85,72°/, Ausgangsmaterial und erhielt nach Umkrystallisierung 
9,11 g oder 76,0°/, reine Hexahydro-terephthalsiure. Schmelzp. 165—68°, 
mit Hexahydro-terephthalsiure 165—170°. 


4,198 mg Subst.: 8,565 mg CO,, 2,590 mg H,O. — 107,6 mg Subst.: 
12,50 eem 0,1 n-NaOH. 
Gef. C 55,65 H6,90 Aquiv.-Gew. 86,07. 


C 
Versuch 107. Fitterung von Hexahydro-o-amino-benzoesaure. 
Die Saéure wurde durch Hydrierung von Anthranilsiiure mit Natrium in 
Amylalkohol erhalten und durch Ausfillen mit Aceton aus wiibriger 
Loésung gereinigt®). Schmelzp. 259,5—60°. 
C,H,,;0.N (143) Ber. C 58,74 H9,09 N 9,79 
Gef. ,, 58,69 , 211 ,, 9,92. 


‘) Beilstein, 9, 735, Ergbd. 317. 
*) Einhorn u. Meyenburg, Ber. chem. Ges. 27, 2466 (1894). 
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Ich verabreichte die Hexahydro-o-amino-benzoesiure in tiglichen 
Mengen von 1 g (=80 mg pro kg/Tag) als Natriumsalz dem Hunde B. 
Insgesamt wurden 3g verfiittert, der Versuch dauerte mit Nachperiode 
6 Tage und verlief ohne Stérungen. Durch atherische Extraktionen des 
eingeengten Harnes (2760 ccm) wurden keine krystallisierten Anteile er- 
halten. Mehrmalige Extraktionen des Harnkonzentrates mit Essigester er- 
gaben Krystalle, die durch Umkrystallisieren (mit Kohle) gereinigt 460,8 mg 
Ammonsalz der Oxalsiiure darstellten. 


4,255 mg Subst.: 3,050 mg CO,, 2,390 mg H,O. — 4,862 mg Subst.: 
0.923 eem N, (23°, 752 mm). 
C,H,O,N, (124) Ber. C1935 H645 N 22,6 
Gef. , 19,55 ,, 628 ,, 21,66. 


Sie entsprechen 371 mg oder pro Tag 62 mg Oxalsiiure. 


Das Harnkonzentrat wurde zuletzt bei alkalischer Reaktion mit 
30 ecm Benzoylchlorid geschiittelt und nach Ansiuern wieder ausgeithert. 
Ich erhielt auf diese Weise eine gréBere Menge Benzamid, aber kein 
Benzoylprodukt der Hexahydro-o-aminobenzoesiure. 


Versuch 151. Fitterung von Hexahydro-m-amino-benzoesaure. 
m-Amino-benzoesiure hydrierte ich in Eisessig gelést und reinigte das 
Hydrierungsprodukt durch Ausfiillen mit Ather aus alkoholischer Lésung. 
Schmelzp. 268° (unter Zers.). 


Gef. C5845 H913 N 9,62. 


Hund M. erhielt 7g der Natriumsalze in tiglichen Mengen von 1 g 
oder 80 mg pro kg/Tag. Der Versuch dauerte 11 Tage. Keine Stérungen. 
Analoge Aufarbeitung des 4920 ccm betragenden Harns wie bei Ver- 
such 107. Durch Essigester-Extraktion bekam ich 1150 mg analysenreines, 
saures Ammonsalz der Oxalsiiure. 


4,108 mg Subst.: 3,350 mg CO,, 1,630 mg H,O. — 3,955 mg Subst.: 
0.431 cem Ny, (23°, 759 mm). 
C,H,O,N (107) Ber. C 22,43 H 4,67 N 13,08 
Gef. ,, 22,24 , 4,44 ,, 12,55. 


Umgerechnet ergaben sich 967,3 mg Oxalsiure, laut Analyse waren 
in den Endlaugen der Extrakte noch 171 mg und im extrahierten Harn- 
konzentrat noch 254 mg, zusammen also 1392,3 mg Oxalsiure enthalten. 
Das entspriiche einer tiglichen Ausscheidung von 126,5 mg. Die Benzoy- 
lierung des Harnkonzentrates gab auch hier lediglich Benzamid. 


Versuch 152. Fiitterung von Hexahydro-p-amino-benzoesdure. 
Hexahydro-p-amino-benzoesiure wurde durch Hydrierung von p-Amino- 
benzoesiiure gewonnen und aus wiBriger Lésung durch Alkohol-Ather- 
Millung rein erhalten. Die Krystalle enthalten Krystallwasser und wurden 
aus mit Toluol gefiillten Trockenpistole iiber P,O, zur Gewichtskonstanz 
gebracht. 


C,H,,0,N Ber. C 58,74 H9,09 N 9,79 
Gef. ,, 5862 ,, 9,08  ., 9,67. 
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Je 1g der mit Natronlauge neutralisierten Siure wurde an 6 Tagey 
dem Hunde B. verfiittert. Dosis pro Tag/kg 79 mg. Gesamte Menge § ¢. 
Der ohne Stérungen verlaufende Versuch dauerte mit Nachperiode 10 Tage. 
4425 ccm Harn wurden gesammelt. Die Harn-Aufarbeitung ergab keine 
krystallisierten Anteile. Die Oxalsiiure war nicht vermehrt, es lieSen sic} 
durch Extraktion mit Essigester nur 67,5 mg Oxalsiure nachweisen. Durch 
Benzoylierung des Harnkonzentrates erhielt ich nur viel Benzamid. 


Zusammenfassung 


1. Fliissige Hexahydro-p-toluylsiure wird teilweise unveriindert 
ausgeschieden und in geringem Ausmafe teilweise dehydriert. 

2. Die drei isomeren Hexahydro-phthalsiuren werden you 
Hunde nicht abgebaut. 

3. Die drei isomeren Hexahydro-amino-benzoesiuren er- 
scheinen nicht als Acetylprodukte im Hundeharn und konnten 
iiberhaupt nicht mehr nachgewiesen werden. Ks ist anzunehmen, 
daB sie verbrennen. Nach Verfiitterung der ortho- und besonders 
der meta-Saéure fand ich vermehrte Mengen Oxalsiure. 











B.] 








Zur Spaltung der Amidbindung im Tierkérper. II’) 
Uber den Abbau von Propylamin und Amiden 
der Kork- und Sebacinsaure 
Von 


dert Karl Bernhard 


vom (Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1938) 


Vor kurzem berichtete ich, daB Amide von Phenyl- und 
Cyclohexyl-monocarbonsiuren im intermediiren Stoffwechsel des 
Hundes gespalten werden. Nach Fiitterung von N-Methyl-, Dimethyl-, 
Athyl-, Diithyl- und Propylbenzamid, ferner von N-Methyl- und 
N-Dimethyl-hexahydrobenzoesiureamid an Hunde wurden im Harn 
sroBe Mengen Benzoesiure ausgeschieden’). 

Propylamin, CH,-CH,.-CH,-NH,, als Chlorhydrat ver- 
abreicht, verschwindet voéllig. Es wird wohl kaum abgelagert, 
sondern verbrannt. 

Amide ungesittigter Fettsiuren werden, wie Kuhn und Kohler 
zeigten, von Kaninchen nicht abgebaut?). Zum weiteren Studium 
des Verhaltens der Amidbindung in offenen C-Ketten schienen 
Amide der Kork- und Sebacinsiure besonders geeignet. 

Bekanntlich werden Dicarbonsiuren mit 6—10 C-Atomen 
vom Mensch und Hund nur schwer verbrannt, Korksiure erscheint 
auch nach sehr kleinen Gaben fast quantitativ im Harn’). 

B. Flaschentrager‘) zeigte, daB Sebamidsiiure vom Hunde 
leichter abgebaut wird als Sebacinsiiure. Das bedeutet, dab die 
Amidbindung mindestens eine Zeitlang standhilt und der Abbau 
von der nicht gesperrten COOH-Gruppe aus erfolgt. Abnliche 
Krgebnisse erzielten wir in bezug auf das Verhalten der Ester- 
bindung mit den Monoestern der Sebacin-, Kork-, Azelain-, Adipin- 
und Bernsteinséure), 





') Diese Z. 251, 47 (1938). 2) Diese Z. 247, 197 (1937). 

*) K. Bernhard u. M. Andreae, Diese Z. 245, 103 (1937). 

‘) Diese Z. 159, 297 (1926). 

*’) B. Flaschentriger u. K. Bernhard, Diese Z. 240, 19 (1936); 
K. Bernhard, Diese Z. 246, 133 (1937). 
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Subcutane Injektion von Sebacinsiure-mono-N-methy]. | 


amid COOH - (CH,), -CONH- CH, erzeugte beim Hunde sehr starke 
Nekrosen, im Harn waren weder Ausgangsmaterial noch Sebacin- 
siure vorhanden. VerfiittertesSebacinsiiure-bis-N-methylamid 
CH,-NH-OC.(CH,),-CO.NH-CH, lieB sich im Harne nicht nach. 
weisen, er enthielt nur sehr wenig Sebacinsiiure. 

Sebacinsiure-mono-N-propylamid HOOC-(CH,), - (0 
-NH-CH,-CH,-CH, verbrannte vollig; im Harn fanden sich 
lediglich 132 mg oder 1,06°/, Sebacinsiure. Sebacinsiure. 
bis-N-propylamid CH,-CH,-CH, -NH-OC(CH,), -CONH - CH, 
-CH,-CH, wurde nicht oder nur in geringem AusmaBe resorbiert. 
Aus dem Kote isolierte ich 62,0°/, analysenreines Ausgangsmaterial, 
wihrend der Harn keine krystallisierten Anteile ergab. 

Das Mono-N-propylamid der Korksiure HOOC.-(CH,), 
-CO-NH.CH,-CH,-CH, wurde bis auf einige Milligramm, die 
unveraindert erschienen, verbrannt; an Korksaéure konnten 0,7°, 
isoliert werden. 

Die Tatsache, daB bei diesen Versuchen nur sehr geringe 
Mengen Sebacin- oder Korksiure ausgeschieden werden, ist so zu 
deuten, daB der Abbau von der freien Carboxylgruppe aus viel 
rascher erfolgt als die Amidspaltung, die zu den Dicarbonsiiuren 
fiihrt. Die Amidbindung wird hier wohl weniger rasch gelést als 
bei den erwihnten Benzamiden. Die Auffindung von Korksiure- 
monopropylamid im Harn ist ein weiterer Beweis fiir diese Aui- 
fassung. 


Experimenteller Teil 


Ich verwendete 2 weibliche Bastardhunde, und zwar fiir die Versuche 166, 
168, 165, 140 und 1386 das etwa 5jihrige Tier M., fiir Versuch 167 den etwa 
2jihrigen Hund Bo. Einheitliche Fiitterung mit Reis und wenig Pferdefleiscl 
(vgl. friihere Angaben). 


Versuch 166. Fitterung von Propylaminchlorhydrat. n-Propy!- 
aminchlorhydrat (Hoffmann-La Roche) wurde in tiglichen Mengen vou 
1 g ohne Stérungen verfiittert. Gesamtmenge 10,0 g, pro Tag/kg 102 mg. 
Die subcutane Injektion von 1 g in 20 cem Wasser (neutral.) fiihrte zu an- 
haltender Quaddelbildung und nach 10 Tagen zu Nekrose. Die Harnmenge 
des 14 Tage dauernden Versuches betrug 9,690 Liter. Durch iitherische 
Extraktion erhielt ich keine mit dem Propylamin im Zusammenhang stehenden 
Anteile. Aus stark alkalischen Lésungen kann durch Destillation mit Wasser: 
dampf Propylamin leicht abgetrennt und als Chlorhydrat mit Chloroform 
aus dem sauren, zur Trockene eingeengten Destillat erhalten werden. Wit 
fanden auf diese Weise im Harn kein Propylamin. Ich habe auch die F'ices 
untersucht und sie mehrmals mit verdiinnter Salzsiure in der Kiilte ge- 
schiittelt. Diese Ausziige ergaben analog aufgearbeitet kein Propylamin. 
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Versuch 168. Subcutane Injektion von Sebacinsaure-mono-N- 
methylamid. Das Siurechlorid des Sebacinsiiure-mono-iithylesters wurde 
in 83°/,ige waBrige Methylaminlésung eingetragen und bei alkalischer 
feaktion einige Zeit geschiittelt. Die eintretende Fillung wurde in Ather 
velist und dieser zuerst mit wenig verdiinnter Salzsiure, dann mit Wasser 
cewaschen. Der nach Eindunsten verbleibende Riickstand war in Wasser 
und Petrolither unldslich, in Methanol, Aceton und Benzol leicht léslich. 
Aus Benzol umkrystallisiert bildeten sich schéne Krystalle des bei 55° 
schmelzenden Esteramids C,H, - OOC(CH,), » CONH - CH,. 


C,3H,,0,N (248,0) Ber. C 64,14 H 10,36 N 5,76 
Gef. ,, 64,27 5» 10,30 5 9,78. 


Nach Verseifung mit Barytlauge zerlegte ich das Bariumsalz mit Essig- 
siure und erhielt nach Umkrystallisieren aus Wasser das bei 98—99,5 ° 
schmelzende Sebacinsiiure-mono-N-methylamid. 


C,,H,,0,N (215,17) Ber. C 61,35 H9,84 N 6,50 
Gef. ,, 61,49 ,, 9,66 ,, 6,27. 


Ich injizierte subcutan tiiglich 2,5 g der Methylsebamidsiure als wiBrige, 
neutralisierte Lésung, das sind pro Tag und kg 242 mg. Gesamtmenge 
10 gz. Dauer des Versuches mit Nachperiode 10 Tage. Am 6. Tage trat 
rechts vorn eine starke Nekrose auf, spiiter eine weitere Eréffnung links 
hinten. Der Hund war dabei véllig munter und fra8 gut. Aus dem Harn 
(7810 ecm) erhielt ich weder Ausgangsmaterial noch Sebacinsiure. Dabei 
wurde nach Ather-Extraktion das Harnkonzentrat mit konzentrierter Salz- 
siure erhitzt und erneut ausgeithert, um eventuell vorhandenes Sebacin- 
siiure-mono-methylamid zu spalten und als Sebacinsiure zu isolieren. 


Versuch 165. Fitterung von Sebacinsaure - bis - N - methylamid. 
Sebacinsiiure-bis-N-methylamid, aus Sebacinsiiuredichlorid und Methylamin 
erhalten, zeigte, aus heifem Wasser und aus sehr verdiinnter Essigsiiure 
umkrystallisiert, einen Schmelzpunkt von 147,5—148,2°. Es ist unldslich in 
Ather und Benzol. 


4,003 mg Subst.: 9,260 mg CO,, 3,880 mg H,O. — 4,775 mg Subst. : 
0,512 cem N, (19°, 740 mm). 


C,,H,,0,N, (228,19) Ber. C 63,10 H 10,60 WN 12,27 
Gef. ,, 63,08 ,, 10,84 ,, 12,20. 


[ch verabreichte das Dimethylamid in Mengen yon 2,5 g oder 246 mg 
pro Tag/kg mit Kochfett gemischt. Gesamtmenge 10,0 g, Dauer des Versuches 
9 Tage. Keine Stérungen. Aus der Harnmenge von 5920 eem erhielt ich 
17,9 mg Sebacinsiure, Schmelzp. 130,5—132,5°, Mischschmelzpunkt mit 
Sebacinsiiure 180,8—132°. Durch Hydrolyse des Harnkonzentrates mit Salz- 
sdure lieB sich keine Sebacinsiiure auffinden. Die Aufarbeitung des Kotes 
durch Extraktion mit Essigester und anschlieBend mit Wasser bei Siede- 
temperatur ergab kein Sebacinsiiuredimethylamid, die Resorption darf daher 
als bewiesen betrachtet werden. 


Versuch 140. Subcutane Injektion von Sebacinsaiure-mono-N- 
propyl-amid. 27,8 g Sebacinsiiure-mono-iithylester-siurechlorid wurden 
3” 





68 Karl Bernhard, 


yortionsweise in 13 g Propylaminchlorhydrat eingetragen und zu dauernde,y 
I : g I 


alkalischer Reaktion entsprechend Natronlauge zugegeben. Nach langen 
Schiitteln und Stehen wurde das in der Kilte sich abscheidende ro}, 
Sebacinsiureesterpropylamid abgesaugt (23,43 g) und mit methanolische 
Barytlauge verseift. Das Bariumsalz zerlegte ich durch Kochen mit Essig. 


siiure. Sebacinsiure-mono-propyl-amid (16,61 g) ist in Ather und Wasser | 


schwer oder nicht léslich, aber leicht léslich in Alkohol, heiBem Essigeste; 
und Benzol. Ausbeute an Reinprodukt 15,86 g = 59°/, bezogen auf Sebacin. 
siiure-mono-ithylester-siurechlorid. Schmelzp. 91—93°. 


4,195 mg Subst.: 9,900 mg CO,, 3,870 mg H,O. — 4,620 mg Subst: 
0,228 eem N, (19°, 754 mm). 


C,3H,,;NO, (248,2) Ber. C 64,14 H 10,37 N 5,75 
Gef. ,, 64,36 », 10,32 — * 


Tiglich injizierte ich 2,5 g Monopropylamid in mit Natronlauge neu- 
tralisierter wiBriger Loésung oder pro Tag/kg 236mg. Die Gesamtmenge 
betrug 15,0 g. Der Versuch dauerte mit Nachperiode 11 Tage und verlief 
ohne Stérungen. Der filtrierte und angesiiuerte Harn (8060 cem) wurde nach 
Extraktion mit Ather im Vakuum bei 50° auf 600 cem eingeengt und erneut 
mit Ather ausgezogen. Es konnten lediglich 291 mg teilweise bei 11s’ 
schmelzende Krystalle abgetrennt werden. Durch einmaliges Umkrystulli- 
sieren wurden 235, durch nochmaliges 181,6 mg Sebacinsiiure gewonnen, 
das sind 1,88 bzw. 1,06°/, d. Th. Schmelzp. 131,2—132,5°, Mischschmelz- 
punkt mit Sebacinsiiure 133°. 


4,079 mg Subst.: 8,880 mg CO,, 3,300 mg H,O. 


C,oH, 30, (202,14) Ber. C 59,37 H 8,97 
Gef. ,, 59,36 ,, 9,05. 


Aus dem Harnkonzentrate konnte kein Propylamin als Chlorhydrat 
isoliert werden. 


Versuch 186. Fitterung von Sebacinsaure-bis-N -propylamid 
Gewinnung des Sebacinsiiure-bis-N-propylamids aus dem Siurechlorid der 
Sebacinsiiure und Propylaminhydrochlorid in alkalischer Lésung. Nach 
lingerem Schiitteln wird der sich abscheidende Niederschlag abgesaugt, mit 
kaltem Wasser gewaschen und aus Essigester-Alkohol umkrystallisiert. Aus 
12,5 g Siiurechlorid wurden 9,2 g reines Sebacinsiure-bispropylamid erhaltev. 
Schmelzp. 153—154°% Es ist in kaltem Wasser schwer, in Ather nicht oder 
schwer léslich, leicht léslich in heiBem Alkohol und in heiBem Essigester. 


4,150 mg Subst.: 10,305 mg CO,, 4,190 mg H,O. — 4,360 mg Subst. 
0,368 cem N, (20°, 756 mm), 
C,sH,,0,N, (284,26) Ber. C 67,54 H 11,85 N 9,85 
Gef. ,, 67,72 ,, 11,830  ,, 9,90. 


Ich versuchte das Bispropylamid in Fett zu lésen, was aber nicht 
gelang. Der Hund bekam tiglich 2,5 g zusammen mit butterhaltigem Koc! 
fett und gewéhnlichem Futter. Gesamtmenge 10g, pro Tag und kg Kérper 








128 


Mis 


nur 
mal 
eini 
ext 








ernder 


angen 
> rohe 
lischer 


Essig. 


Vasser | 


iZester 


bacin- 


14 
UDSTE: 


> neu- 
nenge 
yerlief 
> nach 
arneut 

118° 
stalli- 
ynnen, 
imelz- 


ry drat 


mid. 
d der 
Nach 
, mit 

Aus 
alten. 

oder 
aster. 


ibst.: 


vicht 
och- 








Zur Spaltung der Amidbindung im Tierkérper. II 69 





vewieht 248 mg. Dauer des Versuches 9 Tage. Keine Stérungen. Die Auf- 
arbeitung der 4,98 Liter betragenden Harnmenge ergab keine identifizier- 
paren krystallisierten Anteile, auch Propylamin war nicht nachweisbar. Ich 
habe anschlieBend den Kot mit Essigester in der Wirme extrahiert und 
daraus 6,20 g =62°/, reines Ausgangsmaterial gewonnen. 


4,190 mg Subst.: 10,415 mg CO,, 4,260 mg H,O. — 4,070 mg Subst.: 


0.355 eem N, (22°, 748 mm). 
Gef. C 67,78 H 11,38 N 9,93. 

Versuch 167. Fitterung von Korksaure-mono-N-propylamid. Aus 
Korksiiure-mono-iithylester wurde mit Thionylchlorid das bei 138,5—142° 
bei 8 mm destillierende Siurechlorid gewonnen. 20g davon gab ich zu 
Propylamin in Natronlauge und gewann 20,3 g Amidester. Er schmilzt nicht 
bis zu 270° erhitzt, ist leicht léslich in Alkohol, nicht léslich in Wasser 
und wurde mit methanolischer Barytlauge verseift. Durch Zersetzung des 
Bariumsalzes mit Essigsiiure gewann ich das Korksiure-mono-propylamid. 
Es ist léslich in heiBem Alkohol, wenig léslich in heibem Essigester, leicht 
lislich in heiBem Wasser, sehr schwer léslich in Ather. Schmelzpunkt der 
aus Wasser abgeschiedenen Krystalle 91—92,3°. 


4,015 mg Subst.: 9,010 mg CO,, 3,440 mg H,O. — 4,661 mg Subst.: 
0,263 eem N, (21°, 758 mm). 


C,,H,,0,N (215,17) Ber. C 61,35 
Gef. ,, 61,20 


H 9,83 
, 9,60 


N 6,51 
» 6,53. 


Das Amid wurde in Mengen von 2,0 g als mit Natronlauge neutralisierte 
wibrige Lésung subcutan eingespritzt. Gesamtmenge 6,0 g, pro Tag/kg 200 mg. 
Stérungen traten nicht ein. Wiéihrend der 3tigigen Haupt- und 5tigigen 
Nachperiode wurden 5120 cem Harn gesammelt und nach Filtration mit 
Ather extrahiert, dann auf 500 cem eingeengt und erneut ausgeithert. Aus 
diesen Extrakten gewann ich 48,4 mg=0,8°/, bei 86,5—87° schmelzende 
Krystalle mit einem Aquivalentgewicht von 204,8. Durch weiteres Um- 
krystallisieren ergaben sich Krystalle, die im Mischschmelzpunkt mit Kork- 
siure-mono-propylamid keine Depression zeigten. 


4,128 mg Subst.: 9,240 mg CO,, 3,520 mg H,O. — 4,142 mg Subst.: 
0,227 cem N, (25°, 752 mm). 


Gef. C 61,05 H9,54 N 6,21. 
Ferner isolierte ich 33,7 mg =0,7°/, rohe Korksiure, die bei 127 bis 
128,5° und nach nochmaligem Umkrystallisieren bei 135—136,5° schmolz. 


Mischschmelzpunkt mit Korksiure 135—137°. 


Um festzustellen, ob das Harnkonzentrat weitere, durch Atherextraktion 
nur schwer erhaltliche Mengen Ausgangsmaterial enthielt, wurde der noch- 
nals eingeengte Harn mit einem gleichen Volumen konzentrierter Salzsiure 
einige Stunden am RiickfluBkiihler erhitzt. Durch anschlieBende Ather- 
extraktion konnte keine Korksiure gewonnen werden. 











7) K.Bernhard, Zur Spaltung der Amidbindung im Tierkérper. I] 


Zusammenfassung 
1. Propylamin wird vom Hunde verbrannt. 
2. Es wurden Mono- und Bismethylamid-, Mono- und Bis. 


propylamid der Sebacinsiure und Mono-propylamid der Korksiiure 
hergestellt und im Stoffwechsel des Hundes gepriift. 


3. Die Amidbindung im Korksiure- und Sebacinsiure-mono- 
propylamid und im Sebacinsiiuremonomethyl- und Bismethylamid 
wird nur langsam gespalten. Der (-oxydative Abbau von der 
freien COOH-Gruppe aus erfolgt im Vergleich zur Amid-Spaltung 
viel rascher, die Amide verschwinden und wir nehmen an, dat 
sie verbrennen. 


4, Sebacinsiure-bispropylamid wird nicht resorbiert. 


5. Kork- und Sebacinsiiure verbrennen bei geeigneter Sperrung 
einer COOH-Gruppe z. B. durch eine Amidbindung weitgehend. 


Die verwendete Korksiiure wurde mir von der Firma N iif & Co., 
Genf, zur Verfiigung gestellt, wofiir ich bestens danke. 
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Uber den Abbau von Adipinsaure- und Sebacinsdure-halbanilid 
Von 


B. Flaschentrager und K. Bernhard 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1938) 


Wie in der vorausgehenden Arbeit’) gezeigt wird, kénnen 
schwer verbrennliche Dicarbonsiiuren durch VerschluB einer 
Carboxylgruppe durch Saureamidgruppen ,,leichter verbrennlich“ 
gemacht werden. Wir schliefen das daraus, weil nach Fiittern 
oder subcutaner Injektion von diesen Verbindungen nichts oder 
nur Spuren im Harn angetroffen werden. Die Geschwindigkeiten 
der Oxydation von der einen COOH-Gruppe aus, die Spaltung 
der Amidbindung und die Ausscheidung sind bestimmend fiir 
das Ergebnis. Findet man von den gepriiften Verbindungen 
wesentliche Abbauprodukte im Harn, so sind obige Vorstellungen 
weiter gesichert. Es gelang uns am Beispiel der Adipinsiure- und 
Sebacinsiiure-halbanilide (I) die Produkte des einseitigen Angriffs 
zu fassen und genau zu kennzeichnen. Beide Siuren geben als 
Na-Salze verfiittert kleine Mengen eines Krystallgemisches von 
Anilido-bernsteinsiure (II) und Succinanil (III). 


l helices ial ‘Wate megimaeieadin —_* 


Il C,H,-NH-CO-CH,-CH,-COOH —> 
UL O,H,-N ‘CO-CH, <CH,- CO. 

Von der Anilido-bernsteinsiure ist bekannt, daB sie sich beim 
Erhitzen in Wasser durch Wasserabspaltung leicht in das Succin- 
anil verwandelt, Kine sehr kleine Menge von Sebacinsiure konnte 
gefabt werden, was beweist, daB die Anilidobindung der C,,-Kette 
im Darm oder in der Zelle nur ganz wenig aufgespalten wird. 








') K. Bernhard, Diese Z. 256, 65 (1938). 

















id) B. Flaschentriiger und K. Bernhard, 


(a 


Je kiirzer die Kette wird, um so leichter wird wohl die Anilido- 
bindung zerlegt. Zuletzt wird Anilin in Freiheit gesetzt. Vielleicht 


hat man hier ein Mittel um wirksame Basen langsam in der Zelle 


zur Wirkung gelangen zu lassen. 


Versuchsteil 


Darstellung von Adipinsdure-monoanilid C,H,NH - CO - (CH), 
-COOH. Das Siurechlorid des Adipinséure-mono-iithylesters') wird in 
iitherischer Lésung mit Anilin zum Anilidoester*) umgesetzt und dieser 
dann bei 211—213° und 1,5 mm Druck mit Vorlauf von 160—211° destil. 
liert. Schmelzp. 45—46° Leicht léslich in Alkohol und Aceton, schwer 
léslich in Petrolither, in kaltem Wasser 1: 4670 léslich. 


C,,H,,0,N (249,15) Ber. C 67,42 H7,69 N 5,62 
Gef. ,, 67,75 ,, 7,81  ,, 5,80. 


Der Anilidoester wird in Methanol gelést, mit methanolischer Baryt- 
lauge verseift, wobei das Bariumsalz der Anilidosiiure*) ausfallt. Nach Zer- 
legung mit Essigsiure wird es aus viel heifem Wasser mit guter Ausbeute 
umkrystallisiert. Schmelzp. 151—152°. 


C,.H,,0,N (221,12) Ber. C 65,138 H 6,83 N 6,33 Aquiv.-Gew. 221,1 
Gef. ,, 65,33 ,, 6,68 ,, 6,42 m 220,0. 


Fiitterungsversuch: Hund M. (11,5 kg) erhilt von der Siiure 
tiiglich eine heiBe Na-Salzlésung ins Futter von 150 g Reis und 50 g Pferde- 
fleisch. 10 X 2 = 20,0 g oder pro Tag und kg 179 mg Siure. Versuchs- 
dauer 10+ 4=14Tage. Keine Stérungen. Resorption war gut, da im 
Kot keine Ausgangssiure zu finden war. 


Harnaufarbeitung: 9,08 Liter Harn von Haupt- und Nachperiode 
engten wir bei schwach kongosaurer Reaktion auf 700 ccm ein und extra- 
hierten wiederholt mit Ather. Die eingedunsteten Atherausziige kochten 
wir wiederholt mit Wasser aus und trennten 7g braunes Ol ab und er- 
hielten beim Abkiihlen 538 mg Rohkrystalle vom Schmelzp. 138—141", 
daraus 286 mg mit Schmelzp. 153—154°. Da die Elementaranalyse auf ein 
(remisch hinwies, nahmen wir 286 mg in Ather auf und trennten sie mit 
Soda in neutrale und saure Anteile. 


Die neutralen Krystalle, 192 mg mit Schmelzp. 158—154°, gaben mit 
Succinanil*) keine Schmelzpunkts-Depression. Die Siuren, 83 mg mit 
Schmelzp. 112--123° wurden in Wasser (1: 2100) bei 40° gelést, filtriert 
und im Exsiceator auf (1:570) eingedunstet. Es fielen 17 mg einheitlicher 





1) Fourneau u. Sabetay, Bull. Soc. chim. [4] 43, 859 (1928) und 
Diese Z. 246, 133 (1987). 

*) E. E. Blaise u. A. Koehler, Bull. Soc. chim. [4] 7%, 219 (1910); 
Beilstein 12, Erg.- Bd. 210. 

®) Beilstein 12, 298, 4. Aufl.; Dieckmann, Liebigs Ann. 31}, 
62 (1901). 

*) Beilstein 21, 374, 4. Aufl., Erg.- Bd. 329. 
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und analysenreiner Krystalle an, die bei 146—147° schmolzen, mit Bernstein- 
siiure-monoanilid [=Succinanilsiure')] keine Depression gaben. 
Ergebnis: Aus 20g Adipinsiure-halbanilid erhielten wir im Fiitte- 
rungsversuch 192 mg = 1,21°/, reines Succinanil und etwa 40 mg = 0,23°/, 
reines Bernsteinsiure-halbanilid. Der Rest blieb verschwunden. 
Versuch mit Sebacinséuremonoanilid C,H,-NH-CO-(CH,),-COOH. 
— Darstellung: Das Siurechlorid des Sebacinsiure-monoithylesters 
wurde in dtherischer Lésung wie vorher mit Anilin umgesetzt. Wir fanden 
6)- -66°. 
Ber. C 10,77 H 8,91 N 4,59 
Gef. 5» 10,63 » 9,01 5» +e 
Das Esteranilid verarbeiteten wir wie oben auf freie Anilido-Sebacinr- 
siiure. Sie krystallisiert gut aus Wasser. Schmelzp. 122°. Das Na-Salz ist 
in Wasser 1:20 bei 80° gut léslich, bei 20° schwer léslich. 
4,272 mg Subst.: 10,855 mg CO,, 3,23 mg H,O. — 4,735 mg Subst.: 
0,212 cem N, (25°, 755 mm). 
C,,H»,0,N (277,18) Ber. C 69,27 H836 N 5,05 
Gef. ,, 69,31 ,, 8,46 ,, 5,08. 


Stoffwechselversuch: Hund B. (13 kg) bekam in 10 Tagen 20¢ 
der Siiure als Na-Salz ins Futter, das sind tiglich 2 g oder 153 mg/kg mit 
150 g Reis und 50 g Pferdefleisch. 


Harnaufarbeitung: 7,96 Liter Harn des Hauptversuches und einer 
4tiigigen Nachperiode engten wir bei kongosaurer Reaktion auf 700 cem ein 
und schiittelten das Konzentrat 5mal mit Ather aus. Den Extrakt des feucht- 
verarbeiteten Athers kochten wir wiederholt mit Wasser aus, engten den 
Auszug auf 80 ccm ein und trennten ein in der Hitze unlisliches Ol (etwa 
6g) ab. Aus der wiBrigen Liésung erhielten wir beim weiteren Einengen 
auf 26 cem 0,7 g braune Krystalle vom Schmelzp. 180—135°. 2 maliges 
Umkrystallisieren aus Wasser ergab 419 mg mit Schmelzp. 146—148° 
Diese wurden in Ather gelést, mit Soda in 243 mg neutrale und 125 mg 
saure Anteile zerlegt. Nach Krystallisation der Neutralfraktion aus Ather 
isolierten wir 200 mg analysenreines Succinanil vom Schmelzp. 153—154° 
Mischschmelzpunkt mit reinem Succinanil gab keine Depression. 

4,058 mg Subst.: 10,230 mg CO,, 1,780 mg H,O. — 4,120 mg Subst.: 
0,288 cem N, (22°, 760 mm). 

C,,H,O,N (175,07) Ber. C 68,53 H5,18 N 8,00 
Gef. ,, 68,75 ,, 4,91 ,, 8,09. 

Die sauren Fraktionen waren durch Umkrystallisieren aus Wasser nur 
mit Verlust zu trennen, Aus der (1: 294) wiBrigen Lésung krystallisierten 
19 mg reine Sebacinsiiure mit Schmelzp. 131—134°. 

Ber. C 59,36 H 8,97 Gef. C 59,54 H 8,88. 

Aus der 1:140 wi8rigen Lésung kamen reine Krystalle 36 mg 
von Bernsteinsiure-monoanilid mit Schmelzp. 144,5—147°, Mischschmelzp. 
145—1479, 


’) Beilstein 12, 295, 4. Aufl. 
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3,841 mg Subst.: 8,780 mg CO,, 1,990 mg H,O. — 3,840 mg Subst.: 
0,226 cem N, (24°, 763 mm). 


C,oH,,O,N (193,08) Ber. C 62,14 H5,74 N 7,25 
Gef. ,, 62,34 ,, 5,80  ,, 6,79(!). 


Ein Rest von 71 mg enthielt Gemische von den drei Verbindungen. 

Eine Probe von 20 cem des mit Ather erschépften sauren Harn- 
konzentrates machten wir alkalisch und destillierten mit Wasserdampf 
etwaiges Anilin ab. Im Destillat fanden sich nach Bromwasserzusatz 48 mg 
rosa gefiirbte Nadeln, Schmelzp. 116—117°, die in Alkohol gelést und mit 
Wasser gefallt bei 119° schmolzen. Mischschmelzpunkt mit Tribrom- 
anilin 119°. Auf Gesamtharn berechnet waren etwa 590mg Anilin als 
krystallisiertes Tribromphenol zu fassen, das sind 8,8°/, des im gefiitterten 
Sebacinsiure-monoanilid gebundenen Anilins. Der Rest war sicher nicht 
als Anilin im Harn vorhanden. — Der Kot wurde mit konzentriertem HCl 
angerieben, mit Natriumsulfat getrocknet und mit Ather ausgeschiittelt. 
Der Atherriickstand enthielt kein Adipinsiiure-halbanilid. 


Ergebnis: Aus 20 g Sebacinsiiure-monoanilid erhielten wir im 
Fiitterungsversuch 200 mg = 1,6°/, Succinanil; 36 mg = 0,26°/, Bernstein- 
siiure-monoanilid; 19mg = 0,13°/, Sebacinsiiure und 590 mg = 8,8°/, Anilin. 


Fr]. P. Lambelet danken wir fiir zuverlissige experimentelle Mitarbeit. 
Der Stiftung fiir wissenschaftliche Forschung an der Universitit 
Ziirich danken wir fiir die Unterstiitzung der vorliegenden Arbeiten. 
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Das Verhalten der Oxalsiure im Blut”) 
Von 
Paul B. Miiller 
Mit 2 Figuren im Text 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ztirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1938) 


Nach P. de Lucia’), M. Loeper*), Maugeri'), ©. Scag- 
lioni®), Alberto Chierici’)**), G. Pennetti’) kann die Oxal- 
siure im Blut zerstért werden. Wiahrend nach®®) alle im Blut 
vorhandene Oxalsiure einem mehr oder weniger groBen Abbau 
unterliegt, wird nach®”) nur dem Blut zugesetzte, nicht aber ,,blut- 
eigene* Oxalsiiure abgebaut. Orzechowski, Gerhard, Géméri 
und Hundrieser®), Lichtwitz*) konnten hingegen tiberhaupt 
keine Verbrennung der Oxalsiure im tierischen Organismus nach- 
welsen. 

Der normale Oxalsiiurespiegel im Serum (Vers. 29—31) und 
im defibrinierten Blut (Vers. 1—3) vom Pferd verindert sich nach 
meinen Versuchen beim Stehen bei 3° nicht und die Oxalsiure 
kann durch Ca-Gehalte (als CaCl, zugegeben) bis 60 mg-°/, nicht 
gefiillt werden (Vers. 47—50). Beim Stehen von sterilem, defibri- 
niertem Blut tritt anfinglich eine verzégerte, dann aber deut- 
liche Vermehrung der Oxalsiiure ein (Vers. 10—14, 25—26). In 


*) V. Mittlg. zur Biologie der Oxalsiure; IV. Mittlg. zitiert*”). 

**) Der Autor fiihrte die Versuche mit Transsudaten und Exsudaten aus. 

1 Paul B. Miller, Diss. se. Techn.; Eidg. Techn. Hochschule 
Ziirich 1987. 

*) B. Flaschentriger u. P. B. Miller, Diese Z. 201, 52—177 (1938). 

*) Pol. Soe. Ital. biol. sper. 4, 756 (1929); Ber. Physiol. 54, 62 (1930). 

*) Nutrition (Fr.) 3, 1 (1933); Ber. Physiol. 74, 696 (1933). 

°) Riforma med. 1933, 1061; Ber, Physiol. 75, 498 (1934). 

*) Fisiol. e Med. 7, 77—91 (1936); Ber. Physiol. 94, 6 (1936). 

) Fisiol. e Med. 7, 281—302 (1936); Ber. Physiol. 97, 30 (1937). 

*) Arch. Pat. e Clin. med. 17, 257—270 (1937); Ber. Physiol. 105, 
182 (1938). 
*) Arch. f. exper. Path. 178, 739 (1935); Ber. Physiol. 90, 564 (1936). 
”) Liechtwitz, Klin. Chem., 2. Aufl. 1930, S. 155. 
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Versuchen mit Blutkérperchen, die ich durch Absitzen, Waschey 
und Zentrifugieren weitgehend vom Serum trennte, habe ich bein 
Stehen bei 37° von Anfang an eine gleichmiBige Oxalsiiure. 
zunahme erhalten (Vers. 54—57, 54 und 58—59, 62/83/85). In 
Serum dagegen bleibt der normale Oxalsiiurespiegel unter den- 
selben Bedingungen unverindert (Vers. 47—50). 

Nach E. G. Gross), Storti’’), Heubner und Hickel?%, 
Borgstrém 4) fallt vermehrte Oxalsiure im Blut als Calcium. 
oxalat aus, lagert sich im Gewebe ab und wird nur langsam wieder 
ausgeschieden. 

Zu Serum oder defibriniertem Blut (bis 4,5 mg-°/,) zugesetzte 
Oxalsiure verschwindet nach meinen Versuchen beim Stehen in 
Kiihlschrank nicht (Vers. 4—9, 29—35) und fillt selbst bei mehr- 
tigigem Stehen bei 3° nicht aus (Vers. 51—52, 1—9, 29—35), 
Wird dem Blut in vitro aber gleichzeitig noch CaCl,-Lésung zu- 
gegeben, so kann wohl die bluteigene, nicht aber die zugesetzte 
Oxalsiiure wieder gefunden werden (Vers. 51—53). 

Versuche in vivo haben ergeben, daB an Kaninchen intra- 
venis injizierte Oxalsiure zuriickgehalten und erst im Verlauf von 
4 Wochen wieder ausgeschieden wird [II]. Mitteilung zitiert?)). 

Auf Grund der Wasserléslichkeit des Ca-Oxalates bei Zimmer- 
temperatur (1:200000) kénnte der Oxalsiurespiegel im Blut unter 
AusschluB evtl. Loésungsgenossen 0,35 mg-°/, Oxalsiure (ent- 
sprechend 0,5 mg-°/, Ca-Oxalat) nicht iibersteigen. Der normale 
Blutwert liegt, je nach Tierart, zwischen 0,2—0,5 mg-°/, Oxalsiiure. 
Nach obigen Ergebnissen zu schliefen, kann weniger der Versucl: 
in vitro, als der in vivo AufschluB iiber die Fallung der Oxal- 
siure im Blut geben. Es scheint, daf der Ca-Stoffwechsel es 
lebenden Organismus irgendwie den Blutoxalsiiurespiegel mit be- 
einflubt, ohne daB dieser Einflu8 stéchiometrischen Gesetzen folgt 
(vgl. auch Glykokoll- und Kreatinin-Versuche). 

Sterilem Serum zugesetzte Oxalsiure erleidet beim Stelen 
bei 37° einen unregelmiéBigen Verlust von O0—0,6 mg-°/,. Das 
iiber dem Serum befindliche Gas: Luft, O, und H, spielt dabei 
keine Rolle (Vers. 36—40, 41—44). Die Reaktion kann durch 
NaCN und NaF wenig gehemmt werden (Vers. 41—46) und die 
Zeit scheint dabei keine groBe Rolle zu spielen. Im Gesamtblut 


1) J. of Biol. Chem. 55, 729 (1923); Ber. Physiol. 20. 295 (1928). 

12) Z. exper. Med. 97, 35 (1936); Ber. Physiol. 91, 571 (1936). 

18) Arch. f. exper. Path. 178, 749 (1935); Ber. Physiol. 89, 222 (1936). 
14) Biochem. Z. 281, 877 (1935); Ber. Physiol. 92, 442 (1936). 
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konnte ich bei 37° nur in 2 Fallen ein Verschwinden von zu- 
cesetzter Oxalsiure feststellen. Das iiber der Lisung befindliche 
Gas spielt auch hier keine Rolle. In allen anderen Versuchen 
mit sterilem, defibriniertem Blut (Gesamtblut) und in siimtlichen 
Versuchen mit sterilen Blutkérperchen trat bei 37° stets eine 
deutliche Erhéhung des Oxalsiurespiegels ein. Auf die ,,Zerstérung“ 
der Oxalsiure im Serum und Gesamtblut werde ich spiter zuriick- 
kommen (vgl. Glykokoll- und Kreatinin-Versuche). 

Die Oxalsiurezunahme ist an geformte Blutbestandteile ge- 
bunden; durch Hiimolyse der Blutkérperchen kann sie vollstiindig 
aufgehoben werden (Vers. 83—86, 87-89). Ebenso wird in Gegen- 
wart von nur wenig Blutkérperchen im Serum oder in Nihrlésung 
praktisch keine Oxalsiure neu gebildet (Vers. 87 und 90—91). 
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¥ig.1. Versuch mit Pferdeblut bei 37° 
*) Gleicher Kurvenverlauf der normalen Oxalsiure im S. und GB. beim Stehen bei 3° 
S.=Serum; GB. = Gesamtblut; BK. = Blutkérperchen 


Das oxalsiurebildende System des Blutes kann durch NaF 
(Vers. 59—60, 87 und 95, 26—27) und NaCN (Vers. 87 und 94, 
26 und 28) teilweise vergiftet werden. Danach ist Oxalsiurebildung 
im Blut sowohl von Wasserstoff- als auch von Sauerstoff-iibertragenden 
Fermenten abhingig. 
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Sowohl arterielles als auch venises Blut ist zur Oxalsiiure- 
bildung fahig. Anfangs steht die Neubildung im venésen Blut nur 
wenig derjenigen im arteriellen Blut nach. Im venésen Blut kommt 
sie jedoch in 1—2 Tagen fast vollkommen zum Stillstand, wihrend 
im arteriellen Blut die Neubildung von Oxalsiure viel linger 
anhalt (Vers. 15—24). Anfangs ist die Oxalsiure-Neubildung im 
defibrinierten Blut nur gering. Sie erreicht nach einigen Tagen 
das Maximum [bis 1,5 mg-°/, und mehr (2,1 mg-°/,) neugebildeter 
Oxalsiure pro 24 Stunden] und nimmt dann wieder ab. [Vers. 10 
bis 14, 15—18 (26): vgl. auch Bk.-Vers.]. Im Gegensatz dazu 
ist die Oxalsiurebildung in gewaschenen Blutkérperchen von Anfang 
an konstant und wihrend der ersten Woche nahezu direkt pro- 
portional der Zeit (Vers. 54—57, 62—65). 

Die Ursache der anfanglich verzégerten Oxalsiiurebildung im 
Gesamtblut diirfte wohl im oxalolytischen Vermégen des Blut- 
serums zu suchen sein, was durch den Blutkérperchenversuch 
bestiitigt wird. Da aber nur wenig Oxalsiiure zum Verschwinden 
gebracht werden kann und dem Blutserum diese Fihigkeit schon 
rasch verloren geht, wihrend die Neubildung an Oxalsiure noch 
lange anhilt, ist anzunehmen, daf das System, welches die Oxal- 
siure zum Verschwinden bringt, dabei selber mitreagiert und sich 
so rasch erschépft (vgl. Glykokoll- und Kreatinin-Versuche). 

Im folgenden wurde nun versucht, iiber einige oxalsiiure- 
bildende Verbindungen im Blut Aufschlu8 zu erhalten. Zu diesem 
Zwecke wurden die roten Pferde-Blutkérperchen durch Absitzen, 
Waschen und Zentrifugieren weitgehend von Serumbestandteilen 
gereinigt und dann mit einer sterilen, isotonischen NaCl-Phosphat- 
pufferlésung bis zum urspriinglichen Volumen aufgefiillt. In einigen 
Versuchen wurden die Blutkérperchen wie oben mit Normosal- 
lésung versetzt. Auf Sterilitéit wurde beim Arbeiten besonders 
geachtet. 

Durch Zusatz von Traubenzucker zu Pferdeblut war nacli 
dem Stehen bei 37° die Oxalsiiure vermehrt. Ich schlieBe daraus, 
daB sie auch ohne Zusiitze zum grofen Teil aus Glucose gebildet 
wird (Vers. 62/78—80, 62—65). Die Menge der pro Zeiteinheit 
gebildeten Oxalsiiure ist abhiingig von der Konzentration des Blut- 
zuckers. Bei Schwankungen des Blutzuckers um seinen Normal- 
wert ist diese Abhangigkeit jedoch nur gering (Vers. 64 und 66). 
Bei viel niedrigeren Blutzuckerwerten (nur K.H.-Gehalt der blut- 
kérperchen) ist die Oxalsiurebildung erniedrigt (Vers. 78-—80 
und 62—65); bei héherer KH.-Konzentration (1°/,) ist sie 
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cehemmt (Vers. 67—68). Fiir die Oxalsiiurebildung im Blut sind 
auBer dem Traubenzucker noch andere Verbindungen von Be- 
deutung. So ist die Oxalsiurebildung von Blutkérperchen in 
Normosallésung (Serumsalzlisung ohne KH.) anfangs gréfer 
als diejenige von Blutkérperchen in NaCl-Phosphatpufferlésung 
(Vers. 79 und 81, 57—58). Interessant ist der KinfluB von Glyko- 
koll (Normosal enthilt auBer den verschiedenen Serumionen noch 
Glykokoll) und Kreatinin auf die Oxalsiiurebildung im Blut. 
Wihrend kleine Konzentrationen dieser Verbindungen anfinglich 
die Oxalsiurebildung deutlich f6rdern (Vers. 78/70/74), wirken 
hdhere Konzentrationen (gréBer als 0,1°/,) stark hemmend (Vers. 71 
und 72/73°, 75 und 76/77°, 81°9/73°/77°, 87 und 92—93). Dabei 
spielt aber auch die Oxalsiurekonzentration eine Rolle. Voraus- 
setzung einer deutlichen Oxalsiurebildung in Gegenwart von Glyko- 
koll oder Kreatinin ist, daB entweder die Oxalsiiurekonzentration 
oder dann die Glykokoll- bzw. Kreatinin-Konzentration im Blut 
klein bleibt. Sowie sich die eine oder andere Verbindung im Blut 
anreichert, tritt deutliche Hemmung der Oxalsiiurebildung ein 
(vgl. obige Versuche, speziell Vers. 78/70/74 und 79/71/75). Primiir 
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Fig. 2. Versuch mit Pferde-BK. und O, bei 37° 








vermehrte Oxalsiure kann durch Glykokoll (und Kreatinin) bei 
weiterem Stehen sogar teilweise wieder zum Verschwinden gebracht 
werden (Vers. 81—82°). Es scheint, daB gewisse Gleichgewichts- 
lagen bestehen zwischen Oxalsiure und Glykokoll und Oxalsiure 
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Das Verhalten der Oxalsiiure im Blut 83 
und Kreatinin, und da getormte Blutbestandteile dabei mitspielen, 
auch wenn dieser Vorgang durch NaF und NaCN nicht merklich 
heeinfluBt wird (Unterschied in den streuenden Serumversuchei 
im Gegensatz zu den konstanten Gesamtblutversuchen). 


Praktiseher Teil 

Steril entnommenes Pferdeblut wurde durch Schiitteln mit Glasperlen 
detibriniert und in einer eigens dazu hergestellten Vorrichtung steril filtriert. 
Aus dem so erhaltenen Gesamtblut (GB.) wurden die Blutkérperchen (BK.) 
und das Serum (S.) durch Absitzen der ersteren und Dekantieren des Serums 
cewonnen. 

Die Versuche wurden mit Ansiitzen von 20—100 cem Versuchslésung 
die in der Tabelle angegebene Zeit im Brutschrank oder unter Schiitteln 
im Wasserbad bei 37° gehalten und vor dem Aufarbeiten durch Abimpfen 
auf Bouillon und Leberbouillon auf Keimfreiheit bin gepriift. 

Die Zusiitze: Doppelt destilliertes Wasser (Cu- frei), Phosphatputfer 
Py 7,38), NaCl-, NaCN-, NaF-, Natriumoxalat-, Glykokoll-, Kreatinin- und 
Glucoselésung waren steril und Phosphatputfer-, NaCl- und Normosallésung 
zudem noch isotonisch. In den Versuchen mit himolysiertem Blut wurde 
zuerst mit Wasser hiimolysiert und dann durch die entsprechenden Zusiitze 
die Isotonie wieder hergestellt. 

Sauerstoff, Wasserstoff und Stickstoff wurden in einem zur leichten 
Rotglut erhitzten Glasrohr mit anschlieBendem, sterilem Wattefilter entkeimt 
und mit 1m Wassersiiule Uberdruck in die mit Hahn versehenen Versuchs- 
kolben [Flabovakolben 250 ccm vgl. auch a. a. O.') und a. a. O.”)] eingeleitet. 

Die Oxalsiiurewerte in Gamma (y) beziehen sich auf den Oxalsiiure- 
gehalt von 10 cem Gesamtblut bzw. Serum und die Angaben iiber prozen- 
tuale bzw. molare Konzentration in der letzten Kolonne auf den in der 
vorletzten Kolonne zuletzt angefiihrten Zusatz: Glucose, Glykokoll, Kreatinin, 
Natriumeyanid, Natriumfluorid. 

Alles weitere ist aus der Tabelle ersichtlich. Betreffts Aufarbeitung 
der Versuche sowie Apparaturen, Kolben und Reagentien vgl. auch a. a. 0.') 
und a. a. Q.%). 


Zusammenfassung 


Die physiologische Oxalsiiure im Serum und Gesamtblut des 
‘terdes (0,2—0,5°/,) wird durch einen Ca-Gehalt bis 60 mg-°/, 
nicht gefiillt. Der Oxalsiiuregehalt des Serums oder Gesamtblutes 
indert sich bei lingerem Stehen im Kiihlschrank nicht. beim 
Stehen des sterilen Gesamtblutes oder einer sterilen Lésung von 
Blutkérperchen bei 37° tritt eine starke Oxalsiiurevermehrung ein. 
lm Serum dagegen bleibt der Oxalsiiurewert unveriindert. 


In vitro dem Serum und Gesamtblut bis zu 4,5 mg-°/, zu- 


0 


gesetzte Oxalsiiure fallt erst nach Zugabe von CaCl, aus. Dem 
Kaninchen injizierte Oxalsiure wird dagegen zuriickgehalten und 
allmiihlich wieder ausgeschieden. 


6 * 
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In vitro dem Pferdeserum zugesetzte Oxalsiure erleidet beiin 
Stehen bei 37° einen geringen, unregelmiBigen Verlust. Niheres 
iiber diesen Vorgang ist nicht bekannt. Kin Verbrennen der Ox:l- 
siiure im Blut, im iiblichen Sinn, findet jedoch nicht statt. 

Die Oxalsiiurebildung im Blut ist an geformte Blutbestaui- 
teile gebunden und kann durch NaCN und NaF stark gehemmt 
werden. Sie ist daher auf Fermentvorgiinge zuriickzufihren. 

Sowohl arterielles als auch venéses Blut ist zur Oxalsiure- 
bildung fahig; arterielles Blut behilt diese Fahigkeit jedoch viel 
linger als vendses Blut. 

Die in vitro im Blut neu gebildete Oxalsiure kénnte zum 
sréBten Teil aus dem Blutzucker stammen, da zugesetzter Trauben- 
zucker die Oxalsiiure im defibrinierten Blut vermehrt und ic 
Oxalsiiurebildung in gewaschenen Blutkérperchen ohne Trauben- 
zuckerzusatz nur gering ist. Auch Glykokoll und Kreatinin wirken 
oxalsiiurebildend, solange die Konzentration an Oxalsiure (< 1 mg-°/, 
einerseits oder an Glykokoll und Kreatinin (<0,1°/,) anderseits 
klein bleibt. Bei héherer Konzentration der einen oder anderen 
Verbindung tritt deutliche Hemmung der Oxalsiurevermehrung ein. 

Bei der ,,Glykolyse“ des Blutes tritt Oxalsiiure vermehrt aut. 
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Stoffwechselversuche mit ~™-cyclopenteny]- 
und “-cyclopentyl-substituierten Fettsauren ') 
Von 


K. Bernhard und Leo Miiller 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Zurich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1938) 


Nach Versuchen iiber Dehydrierung und Aufspaltung des 
Cyclohexanringes im Tierkérper haben wir unter analogen Gesichts- 
punkten das Schicksal des Cyclopenten- und Cyclopentan-Ringes 
veprift. Von den natiirlich vorkommenden Verbindungen, die einen 
(‘yclopenten-Ring aufweisen, besitzt die Chaulmoograsiure oder 
u-| Cyclopenten -(2)-yl|-dodecan-«-carbonsiure (1) therapeutisches 
Interesse”). Ihre heilende Wirkung bei Lepra ist noch wenig 
geklirt, und iiber ihr Verhalten im Stoffwechsel des Tieres ist 
bisher nichts bekannt. 

Wir verfiitterten einem Hunde in kleinen Mengen reine 
Chaulmoograsaure, die wir aus Oleum chaulmoograe gewannen. 
Das Tier zeigte schlieBlich véllige Appetitlosigkeit, starken Gewichts- 
verlust und Zeichen allgemeiner Schwiache. Aus dem Harne konnten 
weder Ausgangsmaterial noch irgendwelche Abbauprodukte isoliert 
werden. Zur Kontrolle der Resorption haben wir den quantitativ 
vesammelten Kot aufgearbeitet und keine Chaulmoograsiure ge- 
funden. Mit einem anderen Tiere wiederholten wir den Versuch 
mit dem gleichen Ergebnis. Chaulmoograsiure scheint also vollig 
zu verbrennen oder liegen zu bleiben. Den ersteren Fall kann 
man wohl so erkliren, daB der Abbau von der COOH-Gruppe 
der Seitenkette aus beginnt, wobei 6mal /-Oxydation einsetzen 
mite und schlieBlich Cyclopentenyl-carbonsiure (LI) entstiinde. 

CH-CH,-CH,-CH,-+CH,-CH, -CH,-CH,- CH,-CH,- CH,-CH,-CH,- COOH 

— A A A A A A 


CH-- CH 
in SCH-COOH dD) 
CH,— CH,’ 


') IV. Mitteilung iiber das Verhalten hydrocyclischer Verbindungen im 
lierkérper. III. Mittlg. Diese Z. 266, 59 (1938); Leo Miller, Diss. med. 
Univ. Ziirich (1938). 

*. SechloBberger, Handb. d. exper. Pharmacol. Erg.-Werk Bd. 5, 

127, Berlin 1937. 
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Dieselbe kénute durch Ringsprengung verbrennen. 

Stoffwechselversuche mit Chaulmoograél hat Read*) dure))- 
gefiihrt und dabei nach oraler, intravenéser und subcutaner 
Verabreichung an Hunden und Kaninchen eine _ betrichtliche 
Steigerung der Calciumausscheidung im Harn festgestellt. [ei 
Hunden bedingten orale Gaben eine mehrere Tage anhaltend: 
erhéhte N-Ausscheidung, groBe Mengen beeinfluBten beim Kanin- 
chen auch die Schwefelausscheidung, wobei besonders die Ester- 
schwetelsiure zeitweise vermehrt war. Read glaubt, daB sich der 
Organismus des cyclischen Anteiles der Chaulmoografettsiiuren 
durch Schwefelsiurepaarung entledigt. Kin Beweis fiir diese 
Annabme wurde nicht erbracht. 

Die Dihydrochaulmoograsaure {oder die u-(Cyclopentan-(2)-y) - 
dodecan-g-carbonsiure| wurde leichter gefressen und wirkte als 
gesiittigte Verbindung viel weniger reizend auf den Darm als dic 
ungesiittigte Chaulmoograsiure. Sie wird gut resorbiert und er- 
scheint nicht im Harn, aus dem auch keine Abbauprodukte davon 
isoliert werden konnten. Eine Beeintlussung des Stickstoffhaus- 
haltes konnte nicht festgestellt werden. Wir nehmen an, daB die 
Dihydrochaulmoograsiiure analog der Chaulmoograsiiure vollig ab- 
gebaut wird oder liegen bleibt. Beide Siiuren verhalten sich also wie 
Fettsiiuren. Der cyclische Anteil des Molekiils tritt in diesen Ver- 
bindungen mengenmibig zuriick und da sie nicht in groBen Dosen 
gegeben werden kénnen, besteht immerhin die Méglichkeit, daf in 
kleinen Mengen auftretende Abbauprodukte der Isolierung entgehen. 

Die Voraussetzung zum Studium des Verhaltens des 5-Ringes 
schienen daher bei niedermolekularen Verbindungen, also z. b. der 
Cyclopentenyl- und Cyclopentyl-essigsaure giinstiger. Die beide 
Siiuren erwiesen sich aber als zentral wirksame Gifte, vgl. Ver- 
suchsteil; von der ersteren konnten wir einem groBen Hunde pro 
die und kg Kérpergewicht nur 23 mg (insgesamt 13,75 g) subcutan 
injizieren. Im Harne fanden wir weder Ausgangsmaterial nocl 
Abbauprodukte. Wir nehmen daher an, dab Cyclopentenyl-essiz- 
siiure (II) iiber folgende Stufen abgebaut bzw. verbrannt wird: 


ou, 018... CH, CH, 
SCH-CH,-COOH — > N\CO-CH,- COOH 
Ci=—=3n CH,—-COOH 
(111) 
CH,- CH, 
> ‘COOH > CO,; H,O 
CH,-COOH 


| J. of Biol. Chem. 62, 515 (1924) usw. 
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Die als Natriumsalz verabreichte Cyclopentyl-essigsaure ergab 


Ch- auch in kleinen Dosen schwere Stérungen und eignete sich daher 
er & nicht fiir einen Stoftwechselversuch am ganzen Tier. 

she 

Bei Experimenteller Teil 

ide § Zu den Versuchen standen 3 miinnliche (M., N. u. J.) und 1 weiblicher 


Bastardhund (W.) zur Verfiigung, die sich in Stoffwechselkiifigen befanden 
und wie bei friiheren Versuchen einheitlich ernihrt wurden. Alle zu 
priifenden Substanzen haben wir analysenrein verabreicht und Harn und 
Kot quantitativ gesammelt. 


- Versuch 181. Fiitterung von Chaulmoograsdure. Die Chaul- 
ny moograsiiure gewannen wir aus den freien Fettsiiuren aus Oleum chaul- 
moograe B. P. 1914 (British Drug Houses Ltd. London) durch Hochvakuum- 
‘]\. Destillation. Einzelne Fraktionen haben wir anschliebend nach Angaben von 
Nigeli und Stefanovitsch*) 2mal aus 96°,igem Alkohol und schlieb- 
lich aus Petrolither-Benzol umkrystallisiert. Schmelzp. 68°, fiir Chaul- 
moograsiiure 68°". 
Ber. Jodzahl 90,1 Aqu.-Gew. 280 Gef. Jodzahl 91,4 Aqu.-Gew. 280,1. 

Der etwa 20 Monate alte Hund M. von 22,5 kg Gewicht bekam tiiglich 
dem Futter beigemischt 1 g in 20 g Butter geléste Chaulmoograsiiure (eine 
ie zuerst gereichte Menge von 5g wurde nicht ertragen, der Hund erbrach 
})- nach 2 Stunden) wiihrend 14 Tagen ohne wesentliche Stérungen. Der Hund 
fra} schlecht, auch war im Harn Eiweif nachweisbar. Wir machten daher 
eine 8 tigige Pause und fiitterten anschliebend nochmals an 3 ‘Tagen je 
ig Siiure zusammen mit 100 g Fleisch und 20 ¢ Butter. Dann mubte in 
- folge Gastritis-Enteritis-Erscheinungen abgebrochen werden. Gewicht des 
1D Versuchstieres 16,80 kg. Kurz nachher trat rasche Erholung ein. An 
DD. 20 Tagen wurden rund 20g oder pro Tag und kg 53 mg Chaulmoogra- 
siiure gefiittert. In einem Testversuche haben wir 5 g Siiure als Natrium- 
sulz zu 5 Liter Hundeharn gegeben. Die Na- oder Ca-Seife schied sich 
schon beim Stehen zum Teil als flockige weie Masse aus. Der gesamte 
nF Harn wurde bei 50-—60° im Vakuum eingedampft und das kongosaure 
r- &§ Konzentrat ausgeithert. Es konnten 4,21 g oder 84,2°/, der zugefiigten 
1 Siure zuriickgewonnen werden. 

Die wiihrend des Stoffwechsel-Versuches gesammelten, alkalisch 
reagierenden 18,2 Liter Harn wurden nach Filtration tiber Kieselgur im 
Vakuum auf 1,5 Liter und dann bei kongosaurer Reaktion weiter ein- 
+ vedampft. Das Destillat wies auf Grund der Titration eine Gesamtaziditit 
l: von 2,31 g Ameisen- oder 2,96 g Essigsiiure auf. Wir haben es ausgeithert 

und den Riickstand der itherischen Extrakte fraktioniert destilliert. Es 
konnten nur 0,75 g eines dligen, nach Buttersiiure riechenden Destillates 
rhalten werden. Vom Harnkonzentrat wurden die ausgeschiedenen Salze 
cetrennt, mit Ather ausgewaschen und das Filtrat erschépfend ausgeiithert. 
Vie feuchten Extrakte lieferten uns lediglich nicht krystallisierende dunkel- 
oraune, auch bei der Aufarbeitung von Normalharn auftretende Schmieren 
ind anorganische Bestandteile. 


*, Stefanovitsch,. Diss. Ziirich 1928. 
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Zur Kontrolle der Resorption wurden die Faeces auf Chaulmoogr. 
siiure untersucht und nach Ansiuern und Vermischen mit Natriumsulfat 
als sandige Masse mit Ather mehrmals ausgezogen. Die Extraktionsriick- 
stinde haben wir verseift und mit Petroliither die Sterine abgetrennt. 
Die freien Fettsiuren wurden in die Methylester iibergefiihrt und durch 
Destillation im Vakuum fraktioniert. Nach Verseifen und Umkrystallisieren 
aus Alkohol konnte der Hauptteil der Krystalle als ein Gemiseh von 
Stearinsiiure und Palmitinsiiure erkannt werden. Chaulmoograsiure wurde 
nicht gefunden. 


Versuch 183. Fitterung von Chaulmoograsaure. Der etwas 
6 Monate alte Hund N. bekam mit 30 ¢ Butter tiiglich 1,0 g mit Natronlauge 
neutralisierte Chaulmoograsiiure. Diese Dosis wurde am folgenden Tag 
in zwei Teilen verabreicht. Wihrend 20 Tagen konnten ohne wesentliche 
Stérungen 17 g Siiure gegeben werden oder pro Tag und kg Koérpergewichit 
48 mg. Die gesammelte Harnmenge war von dunkler Farbe, alkalischer 
Reaktion und hatte ein Volumen von 7,62 Liter. Sie wurde im Vakuum 
auf 400 cem gebracht und enthielt weder Chaulmoograsiiure noch irgend- 
welche Abbauprodukte. Im Kote war keine Chaulmoograsiiure nachweisbar. 


Versuch 184. Fiutterung von Dihydrochaulmoograsaure. 10 
Chaulmoograsiiure wurden in 200 cem absolutem Alkohol gelést und mit 
0,1 g Platinoxyd (nach Adams) und Wasserstoff in 25 Minuten hydriert. 
Die Dihydrosiure schmolz, 2mal aus absolutem Alkohol umkrystallisiert, 
bei 71°. Jod und Permanganat wurden nicht entfirbt, das Aquivalent 
gewicht betrug 284,0 (ber. 282). 

Der zu Beginn des Versuches 23,75, zu Ende 21,75 kg wiegende 
Hund M. bekam wiihrend 11 Tagen 19 g oder pro Tag und kg K6rper- 
gewicht 76 mg Dihydrochaulmoograsiiure. Die tiiglichen Dosen wurden 
zusammen mit 30 g Butter verabreicht. Wir haben bei dieser Fiitterung die 
Gesamtstickstoffgehalte des Harnes kontrolliert und wihrend einer Vor- 
periode bei einheitlicher Fiitterung im Mittel 2,76 g N, wihrend der Ver 
suchstage im Mitte] 2,82 g N pro Tag gefunden, Die 11,875 Liter betragende 
Harnmenge wurde wie iiblich aufgearbeitet und lieB keine krystallinischen, 
identifizierbaren Fraktionen auffinden. Wir haben den Kot wie bei Ver- 
such 181 untersucht und erhielten 2,28 g bei 55,2° schmelzende Fettsiiuren. 
Mischschmelzpunkt mit Palmitinsiure 52—53°, mit Dihydrochaulmoograsiiure 
52—53° (Depression). 


Versuch 185. Fitterung von Dihydrochaulmoograsaure. [1 
einem zweiten Versuche wurden dem gleichen Hunde wihrend 8 Tagen 
12 g Dihydrochaulmoograsiiure gegeben oder pro Tag und kg K6rper- 
gewicht 61 mg. Die Aufarbeitung des 4920 ccm betragenden Harns fiihrte 
zur Bestiitigung des Versuches 184. 

Versuch 186. Subcutane Injektion von Cyclopentenyl-essigsaure. 
Fiir die Darstellung der Cyclopenteny!-essigsiiure hielten wir uns an die 
Angaben von Perkins und Cruz°): 

C,H,,0, (126,08) Ber. C 66,67 H 7,94 Aquiv.-Gew. 63 Jodzahl 201.4 
Gef. ,, 66,64 ., 8,01 5 61,3 >» 205,0. 


J. Amer. Chem. Soe. 49, 517. 1070 (1927). 
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Sie erwies sich im Tierversuch als giftig. Bei einem 3,34 kg schweren 
Kaninechen verursachten 45,7 mg/kg klonische Kriimpfe, 65,3 mg/kg waren 
tidlich. Nach Untersuchungen von Prof. Lendle (Minster) wirkt die 
siure in Verdiinnungen von 1: 2400 noch hiimolytisch, fiir Kaltbliiter ist 
sie ziemlich unwirksam. Fiir Grasfrésche von 30 g waren 100 mg nicht 
tidlich, an isolierten Froschnerven lihmten Konzentrationen von 1: 3000 
nicht und bewirkten auch am isolierten Froschherz keine sichere Schidigung. 
Ratten wurden durch 100 mg/kg in 2—3 Stunden getétet (Erregung, Kriimpfe), 
Katzen starben nach 60—100 mg/kg peroral in 60—90 Minuten (Erregung, 
Kriimpfe, spiter primire Atmungslihmung). 30 mg/kg wurden iiberstanden. 

Dem 24,75 kg schweren Hunde J. wurden in 2 Dosen tiiglich im 
Mittel 575 mg oder pro Tag und kg 23 mg Siure als sterile wifbrige 
Natriumsalzlésung subcutan injiziert. Unter diesen Bedingungen konnten 
insgesamt 13,75 g zugefiihrt werden. Der Harn von 26 Tagen, 22,82 Liter, 
wurde bei saurer Reaktion im Vakuum eingeengt, die fliichtigen Siuren 
in einer mit Natronlauge gefiillten Vorlage aufgefangen und durch Vakuum- 
Destillation in drei Fraktionen geteilt. 

Fraktion I. Siedep. 38— 68° bei 15 mm, 0,35: 
, Ik 4 91—120° ,, 15 ,, 0,529g¢ C 60,64 H 8,05 
Aqu.-Gew. 131 
» &W. , 120—122° , 15 , 0,200g C 32,28 H 8,06. 

Ks lagen Gemische fliichtiger Siiuren von buttersiiureartigem Geruch 
vor, die nur geringe Mengen Ausgangsmaterial enthalten konnten. Das 
Harnkonzentrat fitherten wir wiederholt aus. Auber wenig Benzoe- und 
Hippursiiure konnten keine Krystalle erhalten werden. 


Versuch 187. Subcutane Injektion von Cyclopentyl-essigsaure. 
(0g der Cyclopentenyl-essigsiure wurden in 100 cem Alkohol mit 0,15 g 
Platinoxyd nach Adams innerhalb von 60 Minuten hydriert. Reinigung 
der rohen Siiure dureh Destillation. Bei 128° und 18 mm Druck ging die 
reine Saiure als eine in einer Kiltemischung erstarrende Fliissigkeit iiber. 


U.H,,O, (128) Ber. C 65,62 H 9,38 Gef. C 65,22 H 9,74. 


Kin 8,84 kg schwerer Hund W. erhielt zuerst 250 mg als Na-Salz ohne 
irgendwelehe Wirkung und nach 7 Stunden eine gleiche Menge. Wegen 
der jetzt entstehenden, sich rasch wiederholenden Kriimpfe brachen wir 


den Versuch ab. 








90 


Uber das Vorkommen von Nicotinsdiure in der Rinderlebe; 
Von 


D. Ackermann und H. G. Fuchs 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Oktober 1938) 


Bei weiterer Untersuchung des mit Phosphorwolframsiiure 
fillbaren Anteiles der Extraktstofie der Rinderleber, in der da: 
Vorkommen von Histamin priparativ sichergestellt wurde?), lief 
sich in der Lysinfraktion ein hKérper in einer Menge von 0,85 ¢ 
aus 69 kg Rinderleber isolieren, der in allen Kigenschaften mit 
Nicotinséiure iibereinstimmte. 

Dieser Befund ist insofern beachtenswert, als Nicotinsiiure 
bisher im Tierkérper noch nicht analytisch sicher festgestellt ist. 
Fiir die Ptlanzenwelt*) liegen Angaben iiber das Vorkommen vou 
Nicotinsiiure in der Reiskleie, in der Hefe sowie in Kohl- uné 
roter Riibe vor. Schon friiher*) vermutete man eine Beziehuny 
der Nicotinsiiure bzw. des Nicotinsiiureamids zum Vitamin b- 
Komplex und hat neuerdings die Nicotinsiiure als den Schutz- 
faktor gegen die Pellagra erkannt, und zwar beim Menschen’. 
Affen 5), Schwein®) und Hund‘) (black tongue), 

Da man auch mit Praparaten aus Leber die Pellagra wirk- 
sam bekiimpfen kann, wurde in diesem Organ nach den Schutv- 
stofien gefahndet, und es gelang in der Tat, den einen derselben. 
das Nicotinsiureamid’) aus Leber in kleinen Mengen zu isoliere! 
und den Befund analytisch zu sichern. Beachtenswert war ferie! 
die Isolierung und Reindarstellung von #-Aminopyridin®) aus 
Leber, das in entsprechenden Dosen wie Nicotinsiiure, gleichfalls 
imstande war, Hunde mit black tongue zu heilen. Uber da: 
Vorkommen von Nicotinsiure in der Leber finden sich bisher zwe! 
Angaben”), die aber nicht mit Analysen belegt sind. Wiihren( 
im ersten Fall ttberhaupt nahere Angaben fehlen, handelt es sici 
im zweiten um 10 mg Krystalle, die im Schmelzpunkt wi 
Nicotinsiure des Handels iibereinstimmten, keine Depression les 
Mischschmelzpunktes zeigten und sich gegeniiber einem Bakterien- 
test ihnlich wie Nicotinsiiure verhielten. 
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Uber das Vorkommen yon Nicotinsiiure in der Rinderleber 9] 


Gegen den von uns analytisch erbrachten Nachweis des Vor- 
kommens von Nicotinsiure in der Rinderleber kinnte noch ein- 
sewandt werden, dab sie im Laufe der Darstellung erst aus 
Nicotinsiureamid unter Ammoniakabspaltung entstanden sei, doch 
liBt sich dies angesichts der Bestiindigkeit des Nicotinsiiureamids 
ausschlieBen. Dasselbe vertriigt niimlich 6 stiindiges Kochen mit 
n/10-Schwefelsiure [p,, 1?°)], und im Laufe unserer Darstellung 
wurde nur einmal der Leberbrei bei lackmusphosphorsaurer Reak- 
tion (p, 9) kurz aufgekocht; die hiufigen Kinengungen wurden 
aber stets nur bei niederer Temperatur im Vakuum vorgenommen”*). 

Was die Herkunft der Nicotinsiure in der Leber angeht, 
so kénnte sie aus der Nahrung stammen und gespeichert sein. 
Bestitigt sich die Angabe'!), dab Lebergewebe in beschriinktem 
Mae Nicotinsiure aus ihrem Methylbetain, dem in der Pflanzen- 
welt weit verbreiteten Trigonellin, zu bilden imstande sei und 
man das Trigonellin dann als Muttersubstanz der Nicotinsiiure 
ansprechen kénnte, wiirde es sich gleichfalls um eine Zufuhr mit 
der Nahrung handeln kénnen. Man miiBte dann allerdings auch 
wohl mit dem Vorhandensein von T'rigonellin in der Leber rechnen 
kénnen. Wir haben mit den dafiir zur Verfiigung stehenden 
Methoden die betreffende Fraktion des Leberextraktes bisher ver- 
geblich praiparativ auf ‘'rigonellin untersucht und auch die 
Roedersche Probe!) auf Betaine mit Ferricyankalium nicht 
positiv erhalten. Das schlieBt natiirlich nicht aus, daB bei An- 
wendung feinerer Verfahren der Nachweis des Trigonellins in der 
Leber doch erbracht werden kann. Der umgekehrte Weg — 
Ubergang von Nicotinsiure in Trigonellin durch Methylierung im 
Tierkérper —, ist von dem einen von uns!%) durch einen Fiitte- 
rungsversuch wahrscheinlich gemacht worden. Dieser Versuch 
wurde seinerzeit bestiitigt!), doch bedarf es noch der Fest- 
stellung, ob das nach Nicotinsiiure-Verabreichung im Harn auf- 
tretende Trigonellin eine Vermehrung iiber die Norm erfahren 
hat. Inzwischen hat sich nimlich herausgestellt, daB das 'T'ri- 
gonellin!5) [urspriinglich hier als Gynesin bezeichnet'")| ein regel- 
mibiger Harnbestandteil ist. 

Die lebenswichtige Bedeutung der Nicotinsiiure sowie des 
\icotinsiureamids wird leicht verstandlich nach den grundlegenden 


*) Nach 6stiindigem Kochen von reinem Nicotinsiureamid mit n/10- 
HJSO, am RiickfluBkiihler bekamen wir mit Nesslers Reagens nur die 
ibe Fillung des unbehandelten Priiparates, aber nicht die Gelbfirbung 
Ammoniak. 








9” D. Ackermann und H. G. Fuchs, 


neuen Feststellungen des Vorhandenseins von Nicotinsiiureami( 
in den Co-Fermenten der Dehydrierung!”'*), und es entsteht dic 
Frage, ob der tierische Organismus, bzw. nur einige Tierarten, 
imstande sind, Pyridinderivate zu synthetisieren, oder ob auf di 
Zufuhr aus pflanzlichem Material nicht verzichtet werden kan). 
Das Vorkommen von Pyridinderivaten im tierischen Organismus 
gehért bisher zu den Seltenheiten. Nicotinsiureamid ist auBer in 
der Leber’) auch im Herzmuskel!’) sicher festgestellt. Uns ist 
ferner nur das Vorkommen von Methylpyridylammoniumhydroxyd *") 
und 7-Methylpyridin?!) als Harnbestandteil, das Homarin | Picolin- 
siiurebetain”*)| in einigen niederen Tieren und als Chinolinderivat 
die Kynurensaure?*) bekannt. 

Um sich iiber das Vorkommen von Nicotinsiure zu orientieren, 
verwendet man neuerdings”*) eine Farbenreaktion mit 2,4-Dinitro- 
chiorbenzol?), die auch zur Colorimetrie ausgebaut wurde, aber 
nicht nur Nicotinsiure, sondern auch Nicotinsiiureamid anzeigt. 
wihrend Trigonellin und Picolinsiiure nicht reagieren. Die Farben- 
reaktion fand sich unter anderem positiv in Extrakten von Leber 
und Hefe sowie im normalen menschlichen Harn, wihrend sie im 
Harn bei Pellagra, wenn iiberhaupt, nur sehr gering auftrat. — 
Auch eine Farbenreaktion mit Bromcyan und #-Naphthylamin 
laBt sich hier zur quantitativen colorimetrischen Bestimmung 


heranziehen ~), 
Der Darstellungsweg der Nicotinsiiure aus Leber setzte eine 
ganze Reihe Fiillungen voraus; zu Hilfe kam uns die Méglichkeit 
emer Fallung mit Flaviansiiure*’), da das Nicotinsiiureflavianat. 
welches wir darstellten, sich nur zu 0,32 ¢ in 100 cem Wasser 
bei 21° lost. 
Experimenteller Teil 


Die Basen der Lysinfraktion des mit Tannin §gereinigteu 
Extraktes von 69 kg ganz trischer Rinderlebern [vgl. D. Acker- 
mann und M. Mohr?)] wurden aus kleinem Volumen bei salz- 
saurer Reaktion mit Goldchlorid gefillt. Das Filtrat des in der 
Hauptmenge aus dem Chloraurat des Cholins bestehenden reicli- 
lichen Niederschlages befreiten wir mit Schwetelwasserstoff vom 
Gold und mit Silberoxyd und Schwefelsiure vom Chlor. Nach 
genauer Beseitigung der Schwefelsiiture mit Baryt wurde die freie 
Basenlésung zum Sirup eingeengt und mit alkoholischer Pikrin- 
siure gefillt. Es entstanden noch 18,9 g Cholinpikrat (ber. C 39,72. 
H 4,85, N 16,90, gef. C 39,87, H 5,07, N 17,21). 
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Die Mutterlauge des Pikrates wurde vom Alkohol befreit, 
worauf wir die Pikrinsiure bei schwefelsaurer Reaktion ausitherten 
und nun die Schwefelsiure genau beseitigten. Wenn man den 
jetzt erhaltenen Sirup der freien Basen vorsichtig mit konzen- 
trierter Salzsiure tropfenweise versetzt, scheidet sich ein weiBes 
Pulver ab, dessen Menge sich bei Alkoholzugabe noch vermehrt. 
Ks sind insgesamt 0,85 g. Beim Umkrystallisieren geht zuerst 
noch etwas Salzsiure in die Mutterlauge, doch kommt man bei 
erneutem Umkrystallisieren aus Wasser zu einem chlorfreien 
Priparat, das in jeder Beziehung mit reiner Nicotinsiiure des 
Handels iibereinstimmt. Es schmilzt wie diese bei 230—231° 
unter Briunung. Der Mischschmelzpunkt zeigt keine Depression. 





Fig. | Fig. 2 
Nicotinsiure aus Rinderleber. Nicotinsiureflavianat aus Rinderleber. 
Lineare VergroBerung 1:35 Lineare Vergr6Berung 1:75 


Mit beiden Priiparaten erhilt man die Rotfarbung mit Dinitro- 
chlorbenzol und Alkali { Vongerichten”®)], ein lichtblaues, schwer- 
losliches Salz mit Kupferacetat, eine Fillung mit Silbernitrat 
sowie mit Flaviansiiure. Die Substanz gibt beim Gliihen ein 
Sublimat und deutlichen Geruch nach Pyridin. Die gesittigte 
wibrige Lésung reagiert schwach kongosauer und dreht die Ebene 
des polarisierten Lichtes nicht. 
1,639, 3,135, 6,110 mg Subst.: 10,000 mg CO., 1,760 mg H,O. — 0,304 
22,9", 759 mm), 0,621 (20°, 747 mm) cem N,. 
C,H,O,N Ber. C 58,51 H 4,10 N 11,38 
Gef. ,, 58,79 , 4,25 ,, 11,18, 11,64. 
Das Flavianat bildete hellgelbe glitzernde Plittechen und wurde 
ch 2maligem Umkrystallisieren analysiert. 
5,064 mg Subst.: 8,180 mg CO,, 1,320 mg H.O. 3,268 mg Subst.: 
67 cem Ny, (21°, 754 mm). 
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C,H,O,N .C,9)H,N,SO, Ber. C 43,92 H 2,54 N 9,61 
Gef. ,, 44,05 9» 2,92 ~~ MAL. 
Das Flavianat schmolz wie das der Nicotinsiiure des Handels bei 23% 
bis 240° unter Zers. Die Mischung brachte keine Depression (vgl. die Figuren). 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die 
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Chemische Studien am ikterischen Harn 
Ill. Mitteilung*) 


Zur Natur der griinen Farbreaktion des Harnes 
mit para-Dimethylaminobenzaldehyd 
Von 
Arno Miller, Genf 


(Der Sehriftleitung zugegangen am 11). September 1938) 


In meiner ersten Abhandlung') wurde iiber gewisse Farb- 
reaktionen an einem ikterischen Harn berichtet, die zur Annahme 
eines besonderen ,sauerstoff-aktivierten“ Bilirubins fiihrten. 
Zutolge des unspezifischen Verhaltens der meisten Farbreaktionen 
ist es aber unbedingt notwendig, in der Beurteilung der Ergebnisse 
vorsichtig zu sein. 

Die nachstehend aufgefiihrten Untersuchungen hatten deshalb 
den Zweck, festzustellen, welche gegebenenfalls pathologisch aut- 
tretende Kérper im ikterischen Harn die spontane Umwandlung 
des Bilirubins in den griinen Farbstoff in saurer Lésung bewerk- 
stelligen. 

Ks wurden insbesondere Nitrite, o- und p-Chinone und 
schlieBlich auch die Dehydroascorbinsiure herangezogen. 
Andererseits sollten die Versuche Aufklirung dariiber geben, ob 
die Annahme eines priformierten ,aktiven“ Bilirubins seine 
Berechtigung hat. 


I. Die Oxydationswirkung der Nitrite 
Die oxydative Wirkung vorhandener Nitrite im Harn, vorzugs- 
weise bei ausgepragter Colibacillose, auf gleichzeitig vorhandenes 
Bilirubin. ist besonders naheliegend. Wird doch durch diese die 
bekannte Urobilinogen-Reaktion mit dem Dm-Reagens**) stark 
gestort?), In einer vor kurzem’%) veréffentlichten Arbeit habe ich 
des niheren zeigen kiénnen, daB bei Gegenwart von Bilirubin 


) Il. Mitteilung z. Zt. im Druck (Klin. Wsehr.). 
") Lésung von 2°/, p-Dimethylaminobenzaldedyd in 20°), iger Salzsiiure. 
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und Nitriten bereits durch Ansiuern mit der reaktiv schwachen 
Kssigsiure eine spontane Griinfirbung des Harnes beobachiet 
werden kann. Es wurde des weiteren ermittelt, daB der para-Dimethy!- 
aminobenzaldehyd auf gewisse Zwischenstufen der Gmelinschen 
Reaktion stabilisierend wirkt und verhindert, daB die farbige: 
Bilirubinoide zu den farblosen Maleinimiden oxydativ aufgespalter 
werden. Auf diese Weise kénnen sowohl Bilirubin wie auch un- 
gekehrt Nitrite durch die griine Dm-Reaktion nachgewiesen werdei. 
Entsprechend positiv war auch das Verhalten bei der von mi 
angegebenen Redox-Reaktion'). 


II. Die Oxydationswirkung von Dehydroascorbinsaure 

Wurde eine Lésung von einigen Milligrammen Bilirubin als 
Ammoniumsalz in etwa 5 ccm Wasser mit einigen T'ropfen einer 
frisch dargestellten waBrigen Dehydroascorbinsiiure versetzt, sv 
wird dieselbe merklich nicht veriindert. Auf Ansiiuern mit Kis. 
essig trat eine mehr gelbe Firbung und Triibung ein, jedocl 
keine Griinfirbung. Ebenso wurde bei Gegenwart von Dm-Reagens 
nur eine Aufhellung nach Gelb mit nachfolgender Triibung beob- 
achtet. Negativ verlief auch die Priifung der Dehydroascorbinsiure- 
Lisung mittels der Redox-Reaktion und gegen eine frische essig- 
saure Benzidin-Lésung. 

Uberraschend anders verhiilt sich aber eine wiBrige Dehydrv- 
ascorbinsiure-Lésung, die durch Oxydation mittels Methylenblau 
hergestellt wurde. 

Eine solche Liésung vermag eine mit Essigsiure angesiiuerte 
Bilirubin—Ammonium-Lésung spontan griin zu fiirben. Besonders 
wichtig ist aber die Eigenschaft dieses Redox-Systems, auch in 
alkalischer Reaktion die gleiche Farbreaktion hervorzurufen, was 
bei Gegenwart von Nitriten wichtig ist. 

Die Ubertragung dieser Reaktion auf den ikterischen Ham 
fiihrte zu folgenden Beobachtungen. Bei diesem Harn trat sowoli 
in saurer wie auch in alkalischer Lésung bei Anwesenheit vo 
Bilirubin augenblickliche Griinfiirbung ein. Andererseits verlor 
sich die griine Farbe bei dem mit Ammoniak vorher alkaliscl 
gemachten Harn nach kurzem Stehen. Wurde indes geschiittelt. 
so erschien dieselbe sofort wieder, um nach 1 Minute wieder 2: 
verschwinden. Nach weiteren 15—30 Minuten wurden alsdan 
solche Harne durch weiteres Stehenlassen nicht mehr entfirbt. 

Normaler Morgenharn, mit Essigsiure angesiuert, ergab unte! 
cleichen Bedingunger sofort nur eine schwache griinliche Farbuog. 
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die sich nach etwa 15 Minuten mehr nach Blau verianderte. In 
ammoniakalischer Reaktion war die Farbintensitat stirker, aber 
auch mehr nach Blau verschoben. Mischfarben, hervorgerufen 
durch starke Eigenfarben des Harnes, miissen natiirlich beriick- 
sichtigt werden. 

Wie der ikterische Harn, so zeigt nun auch der normale, 
ammoniakalisch gemachte Morgenharn nach den bis jetzt vor- 
liegenden Erfahrungen das Entfirben solcher Gemische an der 
Luft. Nur dauert es merklich linger (bis 1 Stunde und mehr!) 
bis die Firbungen derartiger Redox-Systeme bestiindig sind. Worauf 
dieses zurtickzufiihren ist, kann bis jetzt noch nicht gesagt werden. 

Was 1liBt sich nun aus dem wesentlich gréSeren Oxydations- 
vermégen des Systems Leukomethylenblau—Dehydro- 
ascorbins&éure folgern? 

Aus der Tatsache, daB dieses Bilirubin in den griinen Farb- 
stoff spontan verwandeln kann, muB angenommen werden, dab 
der Sauerstoff im Dehydro-Ascorbinsiuremolekiil offenbar leichter 
beweglich, d. h. ,aktiviert“ und oxydativer wirkt als der Keton- 
sauerstoff der reinen’ waBrigen Dehydroascorbinsdéure. Am besten 
laBt sich wohl dieses durch Annahme eines sogenannten Resonanz- 
systems‘) entsprechend folgendem Schema veranschaulichen: 








co -— —— CO 
| | 
,O=C C—OH.. 
Leuko-Methylenblau]< | =F ¢ é ‘{Methylenblau] 
m < / 
| | 
CH — — CH 
| | 
CH-OH CH-OH 
| | 
CH, -OH CH,-OH 


Woker und Antener') vermischten Chinon und Ascorbin- 
siurekrystalle und beobachteten schon nach wenigen Minuten eine 
blaue bis schwarzblaue Farbung, entsprechend der Reaktion: 

















: ‘06 - 0 OH | co — 
| | | 
a™~s C—OH a es C=0 
cick” ae © eine 
a : er | 
! = | | er 
0 o | § OH | = 
CH-OH CH-OH 
| 
CH,-OH CH,-OH 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVI. 
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Wie aus meinen Versuchen im experimentellen Teil hervor- 
geht, ist dieses System indessen nicht befahigt, in saurer Lésung 
Bilirubin zum griinen Farbstoff zu oxydieren; wohl deshalb nicht, 
weil eine Aktivierung des Keton-Sauerstoffs der Dehydro-Ascorbin- 
siiure durch das gebildete Chinhydron nicht méglich ist. 


III. Oxydation des Bilirubins durch Chinone 
para-Benzochinon 


Reines p-Benzochinon vermag in essigsaurer Lésung Bili- 
rubin nicht in den griinen Farbstoff zu verindern, obwohl die 
Redox-Reaktion stark positiv ausfallt. Dagegen gelingt die 
Oxydation zum griinen Farbstoff unter geeigneten Bedingungen 
im alkalischen Medium. 


ortho-Benzochinon 


Wie im experimentellen Teil dargestellt ist, verhalt sich 
o-Benzochinon ganz dhnlich wie p-Benzochinon, d. h. die 
Oxydation zum griimen Gallen-Farbstoff gelingt auch nur in alka- 
lischer Lisung, nicht aber wenn diese etwa essigsauer ist. 

Zum Unterschied von p-Benzochinon zeigt o-Benzochinon in 
Eisessiglésung bei Ausfiihrung der Redox-Reaktion eine mehr 
blaugriine Farbung und Fallung. 

Ganz analoge Kigenschaften besaB auch das Methoxy-o-Chinon. 
Von groBem Interesse war es noch, das Verhalten des Dopa- 
Chinons zu studieren, weil das Auftreten desselben im Organismus 
bei der Melanogen-Bildung eine gewisse Rolle spielt. — Die im 
Versuchsteil beschriebenen Dopa-Chinon-Lésungen vermégen 
weder in essigsaurer noch in alkalischer Lésung das Bilirubin in 
den griinen Farbstoff umzuwandeln. 

Somit ergibt sich aus den Versuchen mit ortho- und para- 
Chinonen, daB die Bildung des griinen Farbstofis in saurer 
Lésung nicht eintritt. Dagegen vermégen sie in alkalischer 
Lésung, mit Ausnahme des hier beschriebenen ,,Dopa-Chinons“. 
das Bilirubin zu oxydieren. Die Méglichkeit ihres Nachweises 
mittels Bilirubin ist somit gegeben. Auch die immerhin reclit 
selten beobachteten ,griinen“ Harne wiiren von diesem Gesichts- 
punkt aus kritisch zu beurteilen. 

Nachdem es sich somit gezeigt hat, daB abgesehen von 
dem Redox-System Leukomethylenblau—Dehydroascorbinsaure, nur 
Nitrite in saurer Liésung das Bilirubin spontan zu oxydieren 
vermégen, so war es naheliegend, da die bei dem Harn des 
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Kranken beobachteten Grinfirbungen mit dem Dm-Reagens 
lediglich auf Nitrit-Oxydation beruhten. In der Tat trat im 
Verlauf der Krankheit wiederholt Colibacillose der MHarn- 
wege auf. 

Und dennoch blieb es auffallend, daB beim Fehlen der- 
selben, auch bei schwacher ,,.[ndikan-Reaktion“, nach voran- 
segangenem schweren ikterischen Anfall, sehr oft am véllig 
frisch erhaltenen Harn eine starke spontan eintretende griine 
Reaktion mit Essigsiure oder besser noch mit dem Dm-Reagens 
in Erscheinung trat. Insbesondere war die Reaktion sehr ab- 
hiingig von der Frische des Harns. 

Sehr bemerkenswert war das Verhalten derartiger ikterischer 
Harne im Dialyseversuch!), wonach die griine Reaktion des 
Dialyse-Riickstandes in den meisten Fallen praktisch unvermindert 
erhalten blieb. Bei Gegenwart von Nitriten sollte dies nicht er- 
wartet werden. Entsprechende Versuche brachten dariiber Auf- 
kliirung. 

Wurde sowohl normaler wie auch der Harn des Kranken 
mit Bilirubin—Ammonium und mit einer geniigenden Menge 
einer wiBrigen Natrium-Nitritlésung versetzt, so daB die ,,griine 
[)m-Reaktion“ sofort erhalten werden konnte, und danach 5 Stunden 
vegen destilliertes Wasser dialysiert, so ergab der im Cellophan- 
schlauch verbleibende Riickstand mit dem Dm-Reagens keine 
Griinfarbung mehr. Wurden anderseits die gleichen nicht- 
dialysierten Harne der Girung iiberlassen, so konnte noch nach 
72 Stunden eine unverminderte griine Reaktion erhalten werden. 
Dieses abweichende Verhalten nitrithaltiger Harne spricht sehr 
tir die Annahme eines ,,sauerstoff-aktivierten“ Bilirubins, Der 
Dialyse-Versuch kann also bei ,griinem“ Ausfall der ,,Dm- 
Reaktion“ entscheiden, ob ,,Nitrite“ oder ,,aktives“ Bilirubin zu- 
gegen sind. 

Was die in der ersten Abhandlung') vermutete Bindung des 
jilirubins an einen kolloiden Trager betrifft, so muB diese An- 
nahme aufrecht erhalten werden. Versuche haben gezeigt, dab 
die Salzlésungen des kiuflichen Bilirubins bei der Dialyse 
gegen destilliertes Wasser sich zersetzten und das Bilirubin im 
Cellophanschlauch ausgeflockt wurde. Bei der Dialyse stark 
iilirubinhaltiger Harne trat dagegen stets eine erhebliche Zu- 
nahme kolloider Begleitsubstanzen auf [ermittelt durch die 
.Congorubin-Zahl*1)], wahrend stets ,,gelistes“ Bilirubin im 
CVellophanschlauch vorhanden war. 
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Die Untersuchungen finden hierdurch ihren gewissen Ab- 
schluB, insofern auch, weil der Patient inzwischen verschieden ist. 
Die Sektion ergab eine weit vorgeschrittene Cirrhose der Leber. 
Da dem Verfasser kein weiteres Untersuchungsmaterial zur Ver- 
fiigung steht, so bittet er, die an diesem interessanten Fall ge- 
machten Beobachtungen weiter an umfangreicherem Material zu 
verwerten. 

Zusammenfassung 

Die ,griine“ Reaktion des Harnes mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd wurde weiter aufgeklart und der EinfluB  ver- 
schiedener oxydativ wirkender Reagentien auf Bilirubin unter- 
sucht. Hierbei wurde u. a. folgendes festgestellt: 

1. Nitrite vermégen in bereits essigsaurer Lésung Bilirubin- 
harne griin zu fiarben. Die Gegenwart von p-Dimethylamino- 
benzaldehyd hat sich fiir die Stabilitiét solcher Farbungen als 
besonders giinstig erwiesen, da dieser verhindert, daB die farbigen 
Bilirubinoide zu den farblosen Maleinimiden aufgespalten werden. 

2. Kine rein wiaBrige Dehydroascorbinsiure - Lésung 
vermag Bilirubin-Lésungen weder in saurer noch in alkalischer 
Reaktion zu oxydieren; wohl aber eine Dehydroascorbinsiure- 
Liésung, die mittels Methylenblau hergestellt wurde, also die 
Leukoverbindung dieses Farbstoffes enthalt. Die Oxydations- 
wirkung dieses Redox-Systems wird auf Resonanzwirkung zuriick- 
gefiihrt. 

3. Die Ubertragung dieser Reaktion auf den ammoniakalischen 
ikterischen Harn fiihrte zur Aufdeckung eines merkwiirdigen Redox- 
Systems, das niher beschrieben wird. 

4, Das System Chinon—Ascorbinsiure vermag in saurer 
Lésung Bilirubin nicht in den griinen Farbstoff tiberzufihren. 

5. Von den Chinonen wurden untersucht: p - Benzo- 
chinon, o-Benzochinon, 1-Methoxy-o-chinon und das 
»Vopa*-Chinon. Alle diese Verbindungen vermégen in essig- 
saurer Lésung Bilirubin nicht in den griinen Gallenfarbstofi 
umzuwandeln. Mit Ausnahme von ,,Dopa“-Chinon tritt in 
alkalischer Liésung unter geeigneten Bedingungen die spontane 
Bildung des griinen Farbstoffes aus Bilirubin ein. 

6. Das Auftreten von ,aktivem*“ Bilirubin wird des weiteren 
wahrscheinlich gemacht. Nitrithaltige Bilirubinharne verlieren im 
Dialyse-Versuch die ,,griine“ Reaktion. Diejenigen ikterischen 
Harne, die dagegen ,,aktives“ Bilirubin enthalten, behalten aucli 
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nach der Dialyse die Eigenschaft, sich in saurer Lésung mit 
p-Dimethylaminobenzaldehyd griin zu firben. 

7. Die Salzlésungen des k&uflichen Bilirubins werden bei 
der Dialyse gegen Wasser zersetzt und das Bilirubin im Cello- 
phanschlauch ausgeflockt. 

Bei der Dialyse der meisten stark bilirubinhaltigen Harne 
wurde eine solche Ausflockung des Bilirubins selten beobachtet. 

Aus der Tatsache, daB solche Harne zu gleicher Zeit eine 
bedeutende Vermehrung der adialysablen Begleitstoffe aufweisen, 
wird die friiher gemachte Annahme, da solches Bilirubin an 
einen gréBtenteils kolloiden Trager gebunden ist, beibehalten. 


Experimenteller Teil 


Praparate. Das in den Versuchen verwendete Bilirubin, ferner 
die 1-Ascorbinsiure und das Dioxy-phenylalanin wurden mir 
liebenswiirdigerweise von der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co., Basel, zur 
Verfiigung gestellt. Den zur Herstellung des 1-Methoxy-ortho-chinons 
benétigten Pyrogallol-1-Methylither verdanke ich Herrn Dr. H. Hille- 
mann vom chemischen Laboratorium der Universi‘** ‘Tiibingen. Das 
p-Benzochinon war ein reines Erzeugnis der Firm: i’. i‘h. Schuchardt, 
Gorlitz. 

Dehydroascorbinsaure. Zur Herstellung*) von Dehydroascorbin- 
siure in waBriger Lésung wurden 0,5 g l-Ascorbinsiure in 7 cem aus- 
gekochtem und mit Eis gekiihltem Wasser gelést und mit einer Auflésung 
von 0,3 g Chinon in 8 ccm gereinigtem Ather geschiittelt. Die Ather- 
schicht wurde sofort dunkler und das Ganze erwiirmte sich merklich. Bei 
stiindiger Kihlung wurde 10—15 Minuten geschiittelt. Die atherische Schicht 
war nur noch schwach hellgelb gefiirbt; sie wurde abgetrennt und die wiiBrige 
Lisung der Dehydroascorbinsiiure 3mal mit Ather ausgeschiittelt. Die 
Losung war danach vollkommen farblos und entfiirbte auch Methylenblau 
nicht mehr. Der Ather wurde im Vakuum entfernt. 

Der verwendete Ather war wie folgt gereinigt: 0,4 g AgNO, wurden 
in 6eem Wasser gelést und zu 100 cem Ather gegeben, mit 10 cem einer 
4°/jigen Natronlauge versetzt und 10—15 Minuten geschiittelt. Nach Zu- 
gabe von trocknem Natriumsulfat wurde filtriert. 


Versuche mit der wif8rigen Liésung der Dehydroascorbinsiiure: 
1. Eine wiBrige Lésung von Bilirubin—Ammonium wurde nicht 


verindert. — Nach Ansiuern mit Eisessig wurde die Mischung triibe, 
mehr gelb. 


2. Die Redox-Reaktion verlief negativ. 

3. Eine essigsaure Benzidin-Lésung blieb unveriindert. 

4. Wurde eine wiBrige Bilirubin-Ammonium-Lisung mit dem Dm- 
Reagens versetzt, so trat nur Aufhellung nach gelb und Triibung auf, 





*) Vgl. auch E. Mercks Jahresbericht 1936, 70. 





102 Arno Miller, 


Ascorbinsdure, Methylenblau und Bilirubin. Werden etwa0,01 ¢ 
Ascorbinsiiure in 2—3 cem Wasser mit einer 1°/, igen wiBrigen Methylenblau- 
lésung (1—2 Tropfen) schwach erwirmt bis zur starken Aufhellung, so 
wurde auf Zusatz einer wiBrigen Bilirubin-Ammonium-Lésung das Ge- 
misch griin, und Flocken begannen sich beim Stehen auszuscheiden. 


Ascorbinsdure, p-Chinon und Bilirubin. Nach Woker und 
Antener’) wurden einige Krystalle von Ascorbinsiiure mit reinem p-Chinon 
verrieben. Nach kurzer Zeit firbte sich die Mischung blau, spiter wurde 
sie blauschwarz bis schwarz. 

Ein wenig hiervon in Eisessig aufgenommen, ergab eine gelbe Lisung, 
die mit einer wiBrigen Lésung von Bilirubin-Ammonium versetzt, keine 
Griinfirbung anzeigte. 

Wurden die dunklen Krystalle mit Wasser aufgenommen, schwacl: 
erwirmt und alsdann Bilirubin-Ammonium-Lésung hinzugegeben, so trat 
auch unter diesen Bedingungen keine Griinfirbung ein. 


para-Benzochinon. Reines p-Benzochinon in Eisessig gelést, vermay 
auf Zusatz von wiBrigem Bilirubin-Ammonium dasselbe nicht in den 
griinen Gallenfarbstoff umzuwandeln. Diese Liésung mit Ammoniak alka- 
lisch gemacht, fiirbte sich intensiv rotbraun bis schwarz. Wurde dagegen 
die Kisessig-Lésung sehr verdiinnt gewiihlt und dann alkalisch gemacht, 
so konnte augenblicklich der griine Farbstoff erhalten werden. 

Mit dem ,,Redox-Reagens“ reagierte die Eisessig-Lésung des Chinons 
stark blau. Auch mit Benzidin in Eisessig trat ein rotbrauner bis schwarzer 
Farbton in Erscheinung. 


ortho-Benzochinon. Die iitherische Liésung des o-Chinons wurde 
aus Brenzkatechin und Silberoxyd nach R. u. F. Willstitter®) her 
gestellt. Die iitherischen, stark rotbraun gefiirbten Lésungen des Chinons 
wurden unter einer Stickstoff-Atmosphire eingedampft. 

Kin wenig des Abdampfriickstandes in Eisessig gelést und mit einer 
wiBrigen Bilirubin-Ammonium-Lésung versetzt, fiihrte zu einer rotbraunen 
Fallung. 

Wurde dagegen der Abdampfriickstand in Wasser gelést, und die 
rotbraune triibe Lisung des Chinons mit einigen Tropfen der schwach 
ammoniakalischen Bilirubin-Lésung hinzugegeben, so setzte eine spontane 
Griinfirbung ein. Auf Zusatz von Essigsiiure bildete sich ein schmutzig- 
griiner Niederschlag. 


1-Methoxy-ortho-Chinon’). Ganz analog wie das o-Chinon wurde 
aus 0,3 g Pyrogallol-1-Methylither, 30 cem Ather, 1 g ausgegliihtem Natrium 
sulfat das 1-Methoxy-ortho-Chinon erhalten. 

Dasselbe zeigte folgendes Verhalten: 


In essigsaurer Bilirubin-Lésung trat keine Griinfiirbung auf. Zu einer 
ammoniakalischen Lésung von Bilirubin hinzugegeben, wurde spontane 
Griinfirbung beobachtet. 

Gegen die ,Redox-Lésung“ verhielt sich das Chinon positiv. 

Essigsaure Benzidinlésungen wurden dunkel-violett gefirbt. 


Versuche mit Dopa (Dioxy-phenylalanin). Etwas Dopa in Wasser 
gelist, gab mit dem Dm-Reagens keine Verfirbung. 





war 
blieb 


fris¢l 
schm 
cetro 
Benz 
ferri- 
Koru 


30 W 
dem 


tbo 
— 
bs 

















Chemische Studien am ikterischen Harn 103 


Die Darstellung von itherischen Chinonlésungen nach Willstitter 
war nicht méglich. Selbst nach 10 Tagen unter wiederholtem Schiitteln 
blieb der Ather farblos. 

Wurde etwas Dopa in heiBem Eisessig gelést und mit iitherfeuchtem 
frischem Ag,O gekocht, so bildete sich ein Silberspiegel. Das Filtrat war 
schmutzigbraun gefirbt. — Dieses in alkalischer Bilirubin-Lésung ein- 
cetropft, erzeugte keine Griinfirbung. 

Die ,,Redox-Reaktion“ des Filtrates war aber deutlich positiv. 
Benzidin in Eisessig wurde schmutzig-rotviolett. 

Nach Brown‘) wurden aus 1 g Natriumacetat, getrocknet, 1 g Kalium- 
ferri-cyanid in 5 cem eine Oxydationslésung bereitet. 

Wurden zu einer wibrigen Lésung von Bilirubin-Ammonium einige 
Kérnchen Dopa gegeben und mit 1 Tropfen der Oxydationslésung versetzt, 
so wurde das Ganze rotbraun. Ein griiner Farbton konnte auch nicht nach 
dem Ansiuern mit Essigsiiure beobachtet werden. 
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Uber die Lipoidsubstanzen der Magenmucosa 
Von 


Borje Uhnoo 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Uppsala) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. September 1938) 


Nach den Forschungsergebnissen des letzten Jahrzehnts libt 
sich die Salzsiure-Sekretion des Magens nicht rein physikalisch- 
chemisch erkliren. Wahrscheinlich mu8 der Salzsiurebildung 
eine chemische Reaktion oder eine Folge von Reaktionen be- 
stimmter chemischer Individuen zugrunde liegen. Uber die Art 
dieser Reaktionen liegen indessen kaum Vermutungen vor. Kin 
Reaktionstypus, der im Prinzip geeignet zu sein scheint, unter 
den in lebenden Geweben herrschenden Bedingungen Salzsiiure 
zu liefern, ist der vor einigen Jahren von Wadsworth, Maltaner 
und Maltaner?) bei Cephalin und Calciumchlorid beobachtete. 
Wird eine neutrale, wiBrige Suspension von Cephalin mit einer 
neutralen Lésung von Calciumchlorid versetzt, so entsteht eine 
schwer lésliche Verbindung von Cephalin mit Calcium (Ca: P=1: 2), 
wihrend gleichzeitig freie Salzsiure gebildet wird, wodurch die 
Lésung eine stark saure Reaktion annimmt. Da Lecithin diese 
Reaktion nicht gibt ist wohl anzunehmen, daB es sich um eine 
innere Komplexverbindung unter Teilnahme der Aminogruppe des 
Cephalins handelt, wobei der entstandene Komplex noch in ziem- 
lich stark saurer Lésung bestindig ist. Die Befunde von Wads- 
worth, Maltaner und Maltaner sind im hiesigen Institut von 
Stenhagen’) wenigstens qualitativ bestiitigt worden. 

Die oben genannten Verhiiltnisse bildeten den Hauptanlab 
zu der vorliegenden Untersuchung, die in erster Linie die Frage 
beantworten sollte, ob die Magenmucosa Cephalin enthilt. 

Wie im experimentellen Teil niher ausgefiihrt wird, konnten 
in der Tat sowohl Cephalin*) als auch Lecithin aus der 





*) In einem Versuche, wo etwa 0,5 g dieses Cephalins, in 50 ccm 
Wasser emulgiert, mit 10 cem m/5-CaCl, versetzt wurde, wurde eine Er- 
héhung der Wasserstoffionenkonzentration von py 6,16 zu 3,45 konstatiert. 
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Magenmucosa isoliert werden. Sphingomyelin wurde nicht nach- 
gewiesen. Dagegen wurden neben den Glycerinphosphatiden 
Cerebroside in kleinen Mengen gefunden. 


Experimentelles 


1. Analysenmethoden. Die Bestimmung von Phosphor ge- 
schah titrimetrisch nach Neumann in der von Widmark und 
Vahlquist’) angegebenen Ausfiihrung. Der Stickstoff wurde durch 
Mikro-Kjeldahl, der Aminostickstoff nach van Slyke (mit Mikro- 
apparatur) bestimmt. Die Zuckeranalysen an der Cerebrosid- 
fraktion wurden nach vorangehender Hydrolyse mit verdiinnter 
Schwefelsiure nach Bertrand-Greiner*) ausgefihrt. Fiir die 
Bestimmung des Glycerins schlieBlich wurde das von Blix‘) an- 
segebene Verfahren verwendet. 

2. Darstellung der verschiedenen Lipoidfraktionen. 1. Schweine- 
magen wurden im Schlachthof frei von Schleim usw. gewaschen, 
Pylorus und Cardiateile wurden weggeschnitten, die Mucosa von 
dem restierenden Teil abpripariert und sofort unter Aceton ge- 
bracht. Fiir 3 kg Mucosa wurden 6 Liter Aceton benutzt. Das 
Material wurde dann so bald als méglich im Institut durch die 
Fleischmiihle getrieben. Alle folgenden Operationen wurden, wo 
nichts anderes angegeben wird, im Kihlraum bei etwa + 3° 
ausgefiihrt. Das Kindampfen geschah stets bei vermindertem 
Druck unter Ausschlu8 von Luft und bei niedriger Temperatur. 

Das fein gemahlene Material wurde iiber Nacht im Aceton 
belassen. Das Aceton wurde dann abgepreBt (,,Acetonextrakt I“) 
und der Riickstand 2 mal mit je 3 Liter Aceton wahrend 3 Stunden 
turbiniert. Diese 2 Acetonextrakte wurden vereinigt (,,Aceton- 
extrakt IT“), 

Die durch die Acetonbehandlungen entwiisserte Masse wurde 
dann zuerst mit 2 Liter Ather iiber Nacht stehen gelassen und 
dann nach 2 stiindiger Turbinierung abgeprelit und nochmals mit 
3 Liter Ather wihrend 3 Stunden turbiniert. Die Atherextrakte 
wurden yereinigt (,,Atherextrakt“), 

Der méglichst gut vom Ather befreite Riickstand wurde mit 
5 Liter Alkohol wihrend 3 Stunden unter RiickfluB gekocht und 
dann warm filtriert. Der Extraktionsrest wurde mit kochendem 
Alkohol nachgewaschen und dann abgepreBt. Die alkoholischen 
Lésungen wurden vereinigt (,,Alkoholextrakt*). 

II, Die Acetonextrakte. Acetonextrakt I, der neben 
etwas Cholesterin und allerlei wasserléslichen Substanzen nur 
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unbedeutende Mengen von Phosphatiden enthielt, wurde ver- 
worfen. Acetonextrakt II wurde zur Trockne verdampft und der 
Riickstand wurde in Ather aufgenommen. Nach 1 taigigem Stehen 
filtrierte man die Atherlésung und vereinigte das Filtrat mit dem 
,»Atherextrakt«. 

Il. Der Alkoholextrakt. Nach 1 Tage im Kihlraum 
wurde der entstandene Niederschlag abfiltriert. Der nach Waschung 
mit Ather getrocknete Filterriickstand wird unten mit A:1 be- 
zeichnet. Das alkoholische Filtrat (a) wurde auf 750 ccm ein- 
geengt und tagelang stehen gelassen. Die dabei ausgefallene 
Substanz, die sodann abfiltriert wurde (Filtrat b), léste sich restlos 
in Ather und da diese Atherlésung nach 1 tigigem Stehen keine 
Fallung absetzte, wurde sie mit dem ,,Atherextrakt“ vereinigt. 

Das Filtrat b wurde zur Trockne eingedampft, in Ather aut- 
genommen und mit 4 Vol. Aceton gefillt. Der Riickstand wurde 
in wenig Ather gelést und mit 3 Vol. Alkohol versetzt. Dabei 
entstand nur eine unbedeutende Fillung (0,3 g). Sie enthielt 
4,26 °/, P, wurde aber nicht weiter analysiert. Das ather-alkoho- 
lische Filtrat wurde eingedampft, der Riickstand wurde in Ather 
aufgenommen und mit Aceton gefillt. Die dabei erhaltene Sub- 
stanz, A:2, enthielt 4,86°/, P und 2,57°/, N und wurde daher 
weiter nach Channon und Foster‘) gereinigt. Die Substanz 
(A:2), die 20,5 g wog, léste man in 250 ccm Ather und schiittelte 
im Scheidetrichter mit 200 ccm einer Mischung, die pro 100 ccm 
Wasser 50 ccm Aceton, 10 g NaCl und HCl bis n/20-Normalitiit 
enthielt. Diese Operation wurde 2 mal mit je 100 ccm der oben 
genannten Mischung wiederholt. Dann wurde die Atherlésung 
mit derselben Mischung ohne HCl so oft (5 mal) geschiittelt, bis 
die Wasserphase neutral reagierte. Die itherische Lésung wurde 
mit Na,SO, getrocknet und eingedampft, worauf der Riickstand 
in Ather gelést und mit Aceton gefillt wurde. Die so erhaltene 
Substanz wird unten mit A:2a bezeichnet. — Die obige Be- 
handlung nach Channon und Foster machte wegen schlechter 
Trennung der Schichten erhebliche Schwierigkeiten. Nur durch 
Zusatz kleiner Alkoholportionen wurde eine einigermaBen gute 
Trennung erreicht. Bei der Behandlung mit der sauren Mischung 
bildete sich hier eine dunkel gefirbte Zwischenschicht, die ge- 
sondert aufgefangen wurde. Die aus ihr durch Acetonfallung 
erhaltene Substanz, A:2c, enthielt 3,83°/, P und 2,519, ¥. 
Auch mit der neutralen Mischung wurde keine vollstandige 
Trennung erreicht. Eine mittlere Emulsionsschicht konnte hier 
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auch nicht durch energische Zentrifugierung eliminiert werden 
und wurde daher gleichfalls gesondert aufgefangen, nach EKin- 
dampfen in Ather aufgenommen und mit Aceton gefillt. Die 
Fallung, A: 2d, enthielt 4,33 °/, P und 2,41 °/, N. Da sie dasselbe 
Aussehen und etwa dieselbe Zusammensetzung wie A: 2c zeigte, 
wurde sie zusammen mit dieser Fraktion umgefillt. Das er- 
haltene Produkt wird mit A:2b bezeichnet. 

Das Produkt A:1 gab eine stark positive Molisch-Reaktion 
und zeigte nach Hydrolyse starkes Reduktionsvermégen. Kine 
Zuckerbestimmung gab einen Galaktosewert von 11°/,. Der P-Ge- 
halt wurde zu 1,9°/,, der N-Gehalt zu 2,05°/, gefunden. Das 
Produkt bestand somit wahrscheinlich zu etwa 50°/, aus Cere- 
brosiden. Wenn der Stickstoff sich ausschlieBlich auf die Phos- 
phatide bezog, sollten diese in etwa 30 °/, als Glycerinphosphatide 
und in etwa 20°/, als Sphingomyeline in das Produkt eingehen. 
Da indessen die Anwesenheit von stickstoffhaltigen Verunreini- 
cungen keineswegs ausgeschlossen werden kann, laiBt sich kein 
SchluB auf das Vorhandensein von Sphingomyelinen ziehen. 

Produkt A:1 wurde folgendermaBen auf Cerebroside ver- 
arbeitet. 2,85 ¢ der Substanz wurden in Lisessig bei + 60° 
velést. Nach 2 stiindigem Stehenlassen bei + 5° saugte man von 
einer entstandenen Fiallung ab. Diese wurde durch Umkrystalli- 
sation aus warmem Chloroform—Methanol (3:1 bzw. 1:1) weiter 
gereinigt. Die so erhaltene Substanz wog nur 0,81 g und wird 
unten als A:la bezeichnet. 

IV. Der Atherextrakt. Der Extrakt blieb 1 Tag lang 
bei +3° stehen, und wurde dann von einem unbedeutenden 
Niederschlag durch Filtration befreit und eingedampft. Den Riick- 
stand léste man in 300 ccm Ather und lieB noch 2 Tage im 
Kiihlraum stehen. Es entstand dabei ein geringer Niederschlag 
(0,12 °/, P, 0,16°/, N), der verworfen wurde. Das Filtrat engte 
man zu 50 ccm ein und fillte mit 4 Vol. Alkohol. Die Fiallung 
wurde in einem kleinen Volumen Ather gelést und mit 4 Vol. 
Alkohol wieder gefallt. Nach 1 tiagigem Stehen hatte sich ein 
wachsartiger Bodensatz gebildet, auf dem eine feinflockige Fallung 
lag. Diese Fallung gab die nachfolgenden Analysenwerte: 


P N Glycerin Cholesterin 
1,78 °/, 1,16 °/, 9,91 °/, 0 


Da dieses. Produkt demnach iiberwiegend aus ‘Triglyceriden 
bestand, wurde es nicht weiter analysiert. 
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Der wachsartige, alkoholunlésliche Bodensatz wurde in Ather 
gelést und mit Aceton umgefallt. Die erhaltene Substanz wird 
E:1 bezeichnet. Das Filtrat von der Alkoholfallung wurde ein- 
gedampft und der Riickstand aus Ather mit Aceton gefillt. Es 
erwies sich als notwendig, das so erhaltene Produkt noch weiter 
zu reinigen, was gleichfalls nach Channon-Foster geschah. 
Das hierdurch gewonnene Endprodukt wird E:2 genannt. 

3. Analyse der erhaltenen Fraktionen. Durch obiges Verfahren 
wurden 5 Hauptfraktionen erhalten, von denen — nach der Liés- 
lichkeit und den vorliufigen Analysen — A:1 hauptsichlich aus 
Cerebrosiden, A:2a, A:2b und E:2 vorwiegend aus Lecithin 
und E:1 gréBtenteils aus Cephalin bestehen sollte. 

a) Cerebrosidfraktion (A:la). Die Resultate der N-, P- 
und Reduktionsbestimmungen waren: 


N P Red. Substanz als Galaktose 
a ene 1,859, 0,73, 20,9°/, 
Ber. fiir Cerebron . . 1,69°/, 0 21,7°/, 


Die Substanz war also nicht frei von Phosphatiden. In einem 
Hydrolyseversuch, der sich jedoch nicht quantitativ durchfihren 
lieB, wurden, wie unten ausgefiihrt wird, Cerebronsiure und Sphin- 
gosin qualitativ nachgewiesen. 

0,768 g der Substanz wurden 7 Stunden lang mit 5 Vol.-°/, 
methanolischer H,SO, auf dem Wasserbade hydrolysiert. Die 
Spaltprodukte wurden hauptsichlich nach Frankel und Klenk’) 
[vgl. Blix®)] aufgearbeitet. Die Hauptfraktion der isolierten Fett- 
siuren schmolz nach Umkrystallisierung aus Alkohol bei 98—99° 
(Schmelzpunkt der Cerebronsiiure nach Thierfelder-Klenk 100 
bis 101°). 0,0464 g¢ derselben verbrauchten 1,25 ccm 0,100 n-NaQH, 
entsprechend einem Mol. Gewicht von 377 (ber. fiir Cerebronsiure 
384). Das von den Fettsiiuren befreite Hydrolysat wurde nach 
Abjagen des Methanols mit NaOH iiberneutralisiert und mit Ather 
extrahiert. Die mit Na,SO, getrocknete atherische Lisung wurde 
eingedampft und der Riickstand in absolutem Alkohol aufgenommen. 
Die alkalisch reagierende Lésung wurde mit alkoholischer Schwefel- 
siure neutralisiert und die dabei erhaltene, krystallinische Fallung 
abgesaugt, gewaschen und getrocknet. Sie wurde ohne Umkrystalli- 
sation analysiert, und zeigte einen N-Gehalt von 3,47°/, (ber. fiir 
Sphingosinsulfat 4,02 °/,). 

b) Phosphatidfraktionen. A:2a, A:2b, E:1 und E:2 
wurden folgendermaBen aufgearbeitet. Ktwa 3—5 g der Substanzeu 
wurden 8 Stunden lang auf dem kochenden Wasserbade mit 40 ccm 
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5 Vol.-°/, H,SO, pro Gramm erwirmt. Nach 12 stiindigem Stehen 
im Kihlraum wurden die Hydrolysate erschépfend ausgeiithert. 
Die Atherextrakte wurden mit verdiinnter H,SO, und Wasser 
gewaschen und danach eingedampft. Die Riickstande wurden durch 
wiederholtes EKindampfen mit absolutem Alkohol getrocknet, in 
trocknem Ather aufgenommen und nach Abjagen des Athers zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Die wiBrigen Liésungen wurden 
in der Hauptsache nach Smith und Chibnall®) auf Cholin und 
Aminoathanol verarbeitet. Sie wurden zuerst mit Baryt bis zu 
schwach lackmussaurer Reaktion neutralisiert, dann auf etwa 75 ccm 
eingeengt und durch Zentrifugierung von BaSO, befreit. Nach- 
waschen mit heiBem Wasser. Bei nachherigem Zusatz von Blei- 
acetat entstand eine kleine Fallung, die gleichfalls abgeschleudert 
wurde, worauf das tiberschiissige Blei mit H,S entfernt wurde. 
Nach Konzentrierung der Lésungen auf etwa 100 ccm wurden 
sie abwechselnd mit kleinen Mengen von 20°/, Natriumcarbonat 
und 20°/, Mercuriacetat versetzt, bis Zusatz von einem dieser 
Reagentien eine bleibende orangerote Fallung hervorrief, die aber 
nur bei E:1 in einer fiir weitere Verarbeitung lohnenden Menge 
auftrat. Wahrend dieser Prozedur wurde die Reaktion schwach 
lackmus-alkalisch gehalten. Dann wurde das gleiche Volumen 
Alkohol zugesetzt. Die Fiallungen wurden nach 12stiindigem 
Stehen abzentrifugiert. Die von E:1 stammende Fiallung wurde 
weiter auf Aminoathanol verarbeitet. Die von Fallungen befreiten 
alkoholischen Lésungen wurden zu 20 ccm eingeengt und mit einer 
siedendheiBen konzentrierten Lésung von Sublimat versetzt bis 
keine Fallung mehr entstand. (Bei E:1 wurde hier nur eine un- 
bedeutende Fiallung erhalten, die nicht weiter untersucht wurde.) 

Die Mercuriacetat—Alkohol-Fallung von E:1 wurde in Wasser 
suspendiert und das Quecksilber mit Schwefelwasserstoff entfernt. 
Die Lésung wurde dann mit Salzsiure angesiuert und im Vakuum 
bei 32—40° eingedampft. Der Riickstand wurde in einigen Kubik- 
zentimeter verdiinnter Salzsiiure gelést und mit Goldchlorid- 
Chlorwasserstoffsiure versetzt. Im Exsiccator wurden schine 
Krystalle erhalten, deren Schmelzpunkt und Goldgehalt bestimmt 
wurden. 

Die alkoholischen Lisungen von der Mecuriacetatfillung (von 
A:2a und E:2) wurden auf 20 ccm konzentriert und mit einer 
siedendheiBen, konzentrierten Lésung von Sublimat versetzt bis 
keine Fallung mehr entstand. Nach dem Erkalten wurde abfiltriert 
und die Fallungen mit Alkohol gewaschen und getrocknet. Kin 
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kleinerer Teil derselben wurde fiir Schmelzpunktsbestimmung 


genommen. Der Hauptanteil wurde in wenig heiBem Wasser ge- 
lést und nach Entfernung des Quecksilbers mit Schwefelwasser- 
stofi mit Goldchlorid-Chlorwasserstoffsiure versetzt. Der Schmelz- 
punkt und Goldgehalt der schin krystallisierenden Goldsalze 
wurden bestimmt. 

Die Analysenresultate der Phosphatidtfraktionen sind in Tab. | 
und II zusammengefaBt. 









































Tabelle I 
Substanz Hg-Salz : Au Salz 
Schmelzp. Schmelzp. | 7 Au | Vo 
A:2a 249—256 °*) 256° 44,4 | ae 
3:2 249—256°*) 2569 441 | _ 
of _ Est —_ 191° — | 49,3 | . 3,52 
Ber. fiir Goldsalz des Cholins AS 44,5 — 
Ber. _,, je ',, Aminoithanols ... | 49,2 3,49 
*) Beginnende Dunkelfirbung bei 249°, vollistiindig geschmolzen bei 256°. 
Tabelle II 
5 P N Glycerin | Fettsaéuren Amino-N 
Substanz ‘ a “fe - : 
le le le le /, des Total-N 
A:2a 4,07 2,19 10,5 64 ver). 
A:2b 4,10 2,25 8,4 59 19 
E:1 4,29 1,86 10,6 61 17 
E:2 3.65 2,08 10,7 63 verl. 

















Aus den obenstehenden Analysen geht hervor, daB die dar- 
gestellten Fraktionen, wie auch zu erwarten war, noch keine 
reinen Substanzen darstellen. Unzweifelhaft besteht E:1 zum griéBten 
Teil aus Cephalin, wahrend die iibrigen Phosphatidfraktionen 
hauptsichlich Lecithin enthalten. 
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Weitere Untersuchungen iiber einen angeblichen Synergismus 
zwischen Vitamin B, und Vitamin A 
(III. Mitteilung zum Synergismus der Vitamine) 
Von 
A, Scheunert und K.-H. Wagner 


Mit 5 Figuren im Text 





(Aus dem Veterinir-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Oktober 1938) 


In einer friiheren Arbeit!) war gepriift worden, ob die Zu- 
fuhr verschieden hoher Mengen von Vitamin B, den Bedarf junger 
wachsender Ratten an Vitamin A zu beeinflussen vermag. Zur 
Zeit dieser Untersuchungen stand reines Vitamin B, nur in sehr 
seringen Mengen zur Verfiigung, da die Synthese noch nicht er- 
folgt war, und somit reine Vitamin B,-Priparate nur aus Bier- 
hefe auf schwierigem und kostspieligem Wege hergestellt werden 
konnten. Infolgedessen konnten nur verhiltnismaBig kleine Mengen 
von Vitamin B, in ihrer Wirkung auf den Vitamin A-Bedarf ge- 
priift werden. Ein EinfluB dieser Mengen wurde dabei nicht 
festgestellt und somit die von anderer Seite behaupteten 
Beeinflussungen der beiden Vitamine untereinander 
nicht gefunden. 

Im MHinblick auf die angewandten Vitamin 5, - Mengen 
(10—20 Taubeneinheiten) konnte gegen das Untersuchungsergebnis 
der Kinwand erhoben werden, daB diese B,-Mengen zu gering 
gewesen selen, um solche Wirkungen im Sinne eines Synergismus 
oder Antagonismus beider Vitamine zum Ausdruck kommen zu 
lassen. Nachdem nunmehr synthetisch gewonnenes Vitamin B, 
in reichlicher Menge zur Verfiigung steht, war die Méglichkeit 
zu einer entsprechenden Erweiterung der ersten Versuche gegeben. 
Die benétigten Vitamin B,-Mengen wurden in Form von Aneurin- 
Dihydrochlorid von der Firma E.Merck, Darmstadt, entgegen- 
kommenderweise zur Verfiigung gestellt*). 


‘) Scheunert u. Wolfanger, Diese Z. 252, 95 (1938). 

*) Wir sprechen der Firma E. Merck unseren besonderen Dank fiir 
die uns in liebenswiirdigster Weise zur Verfiigung gestellten sehr groBen 
Vitamin B,-Mengen aus. 
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Die Versuchsanstellung war folgende: 

Auf Grund der frither beschriebenen Durchfiihrung der 
quantitativen Vitamin A-Ermittlungsmethode?) ist es méglich, 
diejenigen Mengen eines Vitamin A-Priparates, welche junge 
wachsende, vorher an Vitamin A verarmte Ratten unter be- 
stimmte Bedingungen benétigen, recht genau zu ermitteln. 


Die jungen wachsenden Ratten, welche etwa im Gewicht von 40 ¢ 
in den Versuch genommen werden, erhalten zuniichst die frither beschrie- 
bene vitamin A-freie Versuchskost und verarmen dadurch an diesem Vitamin. 
Wenn bei ihnen Keratomalacie deutlich aufgetreten und lingere Zeit Gewichts- 
abnahme erfolgt ist*), ist die Ratte ausreichend an Vitamin A verarmt, und 
es kann nunmehr das auszuwertende Vitamin A-Priparat zugelegt werden. 
Es kommt dabei darauf an, die niedrigste Menge des Vitamin A-Priparates 
zu finden, welche, tiglich verabreicht, gerade geniigt, die Ratte von Kerato. 
malacie zu heilen und iiber 35 Tage am Leben zu erhalten. Auf Gewichts- 
zunahme bzw. Wachstum wihrend dieser Zeit wird nicht geachtet im Gegen- 
satz zu der weitgehend verwendeten Wachstumsmethode des Vitamin A-Nach- 
weises, weil nach unseren umfangreichen Erfahrungen Gewichtszunahmen 
wihrend der Versuchszeit von verschiedenen und zahlreichen Faktoren ab- 
hingig sind und beeinfluBt werden kinnen, welche mit der Vitaminwirkung 
nichts zu tun haben. | 

Fiir jede zu priifende Dosis wird stets eine Gruppe von 10 Ratten 
in den Versuch genommen, wobei sich die Versuchstiere in Einzelkiifigen 
befinden, und es wird verlangt, daB mindestens 80°/, der Versuchstiere die 
Bedingung der Methodik erfiillen. 

Wenn die Vorbereitungsperiode der Vitamin A-Verarmung linger ge- 
dauert hat oder die Vitamin A-Reserven, welche die jungen Ratten bei 
Beginn des Versuches besaBen, nur sehr gering waren, kann es vorkommen, 
daB die Schidigungen, die durch den eintretenden Vitamin A-Mangel gesetzt 
werden, so erheblich sind, daB die Ratten gewissermaBen in moribunden 
Zustand in die Versuchsperiode eintreten oder sehr bald in diesen Zustand 
gelangen. Dann kommen die Ratten schon wenige Tage nach Beginn der 
eigentlichen Versuchsperiode ad exitum. Aus diesem Grunde werden Tiere, 
die innerhalb der ersten 14 Tage der Versuchsperiode eingehen, nicht 
gewertet, sondern durch andere Tiere ersetzt. 


Zur Deckung des Vitamin A-Bedarfs benutzten wir Vogan, 
es wurde davon eine gréBere Menge beschafft, um fiir den ge- 
samten Versuch ein einheitliches Konzentrat zur Verfiigung zu 
haben. Nach der Deklaration enthilt 1 ccm Vogan etwa 120000 
internationale Einheiten Vitamin A. Diese Zahl wurde der Be- 
rechnung der Zulagedosis zugrunde gelegt Da die Zahl von 
120000 Einheiten aber keine absolute GréBe ist, soll im folgen- 
den nicht von internationalen Einheiten, sondern von Vogat- 
Kinheiten oder Einheiten schlechthin gesprochen werden. 


*) Scheunert u. Schieblich, Biochem. Z. 268, 444—453 (1933). 
°) Wagner, Biochem. Z. 296, 193—201 (1988). 
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Aus Vorversuchen war uns bekannt, daB tigliche Zugabe 
von 5 solchen Vogan-Kinheiten die oben geschilderten Bedingungen 
unserer Methodik gerade erfiillten. Diese Dosis wurde deshalb 
unseren Versuchen zugrunde gelegt. Wiire durch in Aussicht 
senommene Krhéhung der Vitamin B,-Zufuhr der Bedarf der 
Versuchstiere an Vitamin A heraufgesetzt worden, so hitte die 
Zufuhr von 5 Einheiten nicht mehr geniigen diirfen; wire er 
aber herabgesetzt worden, so hiatten die Tiere mit einer geringeren 
Vitamin A-Menge auskommen miissen. Um solche Wirkungen 
deutlich zum Ausdruck zu bringen, wurden aufer der Dosis von 
5 Kinheiten Vitamin A noch eine niedrigere Dosis, naimlich 3 Hin- 
heiten, und eine héhere, nimlich 7 Kinheiten, verabreicht. Man 
hitte natiirlich auch 4 oder 6 EKinheiten wihlen kénnen. Doch 
schien uns eine etwas weitere Spanne zwischen den 3 Dosen fiir 
die Deutlichkeit des Ergebnisses giinstiger zu sein. Trat durch 
verschiedene Vitamin B,-Zufuhr keine Verinderung des Vitamin A- 
Bedarfes ein, so durfte die Zufuhr von 3 Kinheiten in keinem 
Falle geniigen, um die verlangten 80°/, der Ratten von Kerato- 
malacie zu befreien und vor dem Tode zu bewahren. 7 EKinheiten 
hingegen muften dann ebenso wie 5 stets die Versuchsbedingungen 
erfiillen. Zur Durchfiihrung des Versuches wurden mit Hilfe von 
Sesamél Verdiinnungen des Vogans hergestellt, welche in 3/,, ccm 
3, 5 und 7 Hinheiten enthielten. Die Zulagemenge wurde den 
Ratten quantitativ durch Schlundsonde verabreicht und zwar so, 
daB aller 2 baw. 3 Tage die Sondierung erfolgte. 

Der Versuch wurde nunmehr wie folgt angelegt: Schon 
wihrend der Vorperiode zum Vitamin A-Versuch mu die 
vitamin A-freie Nahrung Vitamin B, enthalten; dies geschieht 
in der Regel derart, daB dieser Nahrung 5°/, Trockenbierhefe 
beigemischt wird, wobei von diesem Zusatz auch noch die anderen 
Vitamine der B-Gruppe geliefert werden. Da die Ratten wechselnde 
Mengen von dieser vitamin A-freien Nahrung zu sich nehmen, hat 
man die Vitamin B,-Zufuhr nicht quantitativ in der Hand. Da 
dies in dem vorliegenden Versuch aber notwendig war, wurde so 
vorgegangen, daB die Grundnahrung vitamin A- und vitamin B,- 
frei gestaltet wurde. Sie bestand dann aus: 18°/, Casein, 
04°/, Stiirke, 15°/, Palmin, 5°/, Salzgemisch Nr. 185 nach 
McCollum und enthielt 8°/, bei 2 Atmosphiren 4 Stunden 
autoklavierte Biertrockenhefe zur Deckung des Bedarfes an den 
anderen Vitaminen der B-Gruppe auBer Vitamin B,. Zur 
Vitamin B,-Zufuhr wurde dann den Ratten alle 3 bzw. 4 Tage 
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30 bzw. 40 mg einer beziiglich ihres Vitamin B,-Gehaltes genau 
bekannten Biertrockenhefe zugewogen. Jedes Tier erhielt also 
im Durchschnitt tiglich 10 mg dieser Trockenhefe. Diese Menge 
enthielt so viel Vitamin B,, um den Bedarf an diesem Vitamin 
ausreichend zu decken. 
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Fig.1. Ohne B,-Zulage. E bezeichnet den Beginn der Vitamin A-Zulagen 
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Die verschieden hohe B,-Zufuhr wurde derart bewirkt. dab 
von Anfang an, also schon wahrend der vitamin A-freien Vor- 
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periode tigliche Zulagen von reinem Vitamin B, verabreicht 
wurden. Dazu wurden entsprechende Mengen von Aneurin- 
Dihydrochlorid in destilliertem und dann nochmals sterilisiertem 
Wasser gelést. Hierbei wurde so verfahren, daB die jeweils als 
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Tagesgabe vorgesehene Vitamin B,-Menge in 1/,, ccm der sterilen 
Lésung enthalten war. — Es bedarf eigentlich nicht der Erwiih- 
nung, daB auch die Glasgefife, Pipetten und die dann zur Ver- 
abreichung verwendeten Schlundsonden vorher keimfrei gemacht 
worden waren. 
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Fig.3. 150, B, JE bezeichnet den Beginn der Vitamin A-Zulagen 




















oh dae oa ar eel rae 




















Weitere Untersuchungen iiber einen angeblichen Synergismus usw. 





117 

















Hing Srocterefe + 3 t 300» Vita By 












































——+———— i 
Ze | | _| Rugabve: Van 42a 
" 
|3Eé\ | | +e | FE. | 
ons en ry T. scat Sau Sek tenes: Yaa Gina Sank a 
ie ie ee | | 
as a Os Ok Maen ae ke i er 
= | | ae | 7 _| 79k OY | 
| LA laste] | | 2070p | | OY | ‘aon Jp. SR 
IN I ' t 
|__| __ + + + + oe / eee eee ee 
wy | | - ‘ | 
34¥e | Tp | ] TG it 
ee ed eae 1? a 
| | 
t 










































































“o>, 7. 30 / "L so > Or 
es UALS | FAL co AA 
| f | 

|_| 

4 4 








000 y By. 





Fig. 4 


) bezeichnet den Beginn der Vitamin A-Zulagen 





118 


Als tagliche Zulage wurden folgende Vitamin B,-Mengen 
gewihlt: 30, 150, 300 und 3000 ;. 
per Schlundsonde zunichst tiglich, spater in Zwischenriumen 


A. Scheunert und K.-H. Wagner, 


von 2—3 Tagen. 


Die Verabfolgung erfolzte 
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Die Ratten wurden 2mal wéchentlich gewogen und der 
cesamte Versuchsverlauf kurvenmiBig dargestellt. Dieser Kurven- 
verlauf ist in den Fig. 1—5 enthalten. Die Ergebnisse sind in 
der Tab. 1 zahlenmaBig zusammengestellt. 


Tabelle 1 
Zugabe fiir Vitamin A: 3 Einheiten (Vogan) 














Zulage an Ergebnis des Versuches 
Aneurin a | ungeniigend durch Beurteilung 
in Y der Tiere geniigend oe OR ee aaa der Gruppe 
| Keratomalacie Tod 

0 10 1 pre 9 ungentigend 

30 10 0 3 q 

150 10 1 os 9 : 

300 10 0 = 10 a 

3000 10 0 2 8 i 











Ergebnis: Die Tab.1 beweist eindeutig, daB die Zulage von 
3 Kinheiten an Vitamin A bei keiner Gruppe geniigt hatte, um die 
Versuchsbedingungen zu erfiillen. Kine Beeinflussung des Versuchs- 
verlaufes durch die verschieden groBen Zulagen von Vitamin B, war 
nicht zu erkennen. 
Tabelle 2 


Zugabe fiir Vitamin A: 5 Einheiten (Vogan) 











Zulage an Ergebnis des Versuches 
\ all Anzahl [- = =—SOh]sSsésee siens i Beurteilung 
Aneurin . '  ungeniigend durch 
i a der Tiere geniigend |—————___________ der Gruppe 
? 'Keratomalacie; ‘Tod 
0 10 8 ae 2 gentigend 
30 10 10 Sg si = ”? 
150 10 9 = 1 s 
300 10 10 -- —— - 
3000 10 10 — oe ” 














Krgebnis: Simtliche Versuchsgruppen haben die Versuchs- 
bedingungen erfiillt, d.h. also, daB die Tageszulage von 5 Einheiten 
Vogan, unbeeinfluBt durch die verschieden hohen Aneurinzulagen, 
den Vitamin A-Bedarf ausreichend zu decken vermochte. 

Ergebnis (zu Tab. 8): 7 Hinheiten Vogan tiiglich an die 
Vitamin A-verarmten Ratten gegeben, geniigten, um den Bedarf 
ausreichend zu decken. Ein Einflu8 der verschieden groBen 
Aneurinzulagen war nicht zu beobachten. 
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Tabelle 3 
Zugabe fiir Vitamin A: 7 Einheiten (Vogan) 














Zulage an Ergebnis des Versuches 
Aneurin — | ungeniigend durch Beurteilung 
in y der Tiere | geniigend |— — der Gruppe 
| Keratomalacie} Tod 
SS — i 
0 10 8 | _ 2 geniigend 
30 10 9 1 | _ 2 
150 10 10 _ a " 
300 10 8 | — ; 2 " 
3000 10 100 oe = 











Besprechung der Ergebnisse 


Aus den Kurven und den Tabellen geht hervor, daB durch 
die verschieden hohen Vitamin B,-Zulagen der Bedarf der Ratten 
an Vitamin A in keiner Weise beeinfluBt worden ist. Es ist dabei 
zu bedenken, daB einmal die Ratten iiberhaupt keine Aneurin- 
zulagen erhielten, sondern nur mit der allgemein durchgefiihrten 
geringen ‘l'rockenhefezulage so viel Vitamin B,, um gerade den 
Bedarf ausreichend zu decken, im extremen anderen Falle aber 
hierzu noch eine Tageszulage von 3 mg Aneurin-Dihydrochlorid 
per ‘T'ag gereicht bekamen. Diese Dosis ist so hoch, daB sie 
selbst bei der Ernaihrung eines Menschen niemals unter normalen 
Verhiltnissen erreicht wird. Diese gewaltige Menge einem 
nur 40—60 g schweren und auch noch durch Vitamin A-Mangel 
geschiidigten Organismus tiglich iiber einen langen Zeitraum 
verabreicht, bedeutet zweifellos eine auberordentlich groBe Be- 
lastung. Wenn irgendeine Beziehung zwischen Vitamin B,-Zufuhr 
und Vitamin A-Verbrauch bestehen wiirde, so hatte diese unbedingt 
in einer Verinderung des Vitamin A-Bedarfs der Tiere zum 
Ausdruck kommen miissen. 


Zur Frage einer etwaigen EKinsparung ist 1. darauf hinzu- 
weisen, daf den vitamin A-verarmten Tieren mit 3 Einheiten 
Vogan eine unterschwellige Vitamin A-Dosis verabreicht wurde. 
Wenn die vermehrte Vitamin B,-Zufuhr eine Verminderung des 
Vitamin A-Bedarfs herbeifiihren kénnte, so miiBte eine Aneurin- 
zufuhr, die fast das 3000fache des Vitamin B,-Bedarfs darstellte, 
eine solche Sparwirkung entfaltet haben, und es wire zu erwarten 
gewesen, daf dann die 3 Vogan-Hinheiten Vitamin A geniigt 
hiitten, um vom Vitamin A-Mangel zu heilen. 
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2. Wenn vermehrte Zufuhr von Vitamin B, den Bedarf an 
Vitamin A erhéht hatte, so hitte bei den erhéhten Zulagen an 
Aneurin in den betreffenden Gruppen weder 5 Kinheiten Vogan 
noch 7 Kinheiten Vogan geniigen kénnen, um den Vitamin A- 
Bedarf zu decken. Es liegt auf der Hand, da bei dem Versagen 
der extrem hohen Vitamin B,-Zufuhren die mittleren Zulagen 
von 30, 150 und 300 y erst recht ohne EinfluB sein muBten. 

Die Versuche beweisen somit, unter voller Bestiti- 
cung der friiheren Ergebnisse, eindeutig, da8 weder von 
einem Synergismus noch von einem Antagonismus zwi- 
schen Vitamin B, und Vitamin A die Rede sein kann. 

Ks mu dabei auch darauf hingewiesen werden, dah die 
Aneurinzulagen vom 1. age des Versuches an erfolgten, also 
schon in der Vorperiode der Vitamin A-Verarmung entsprechende 
Wirkungen hitten zum Ausdruck kommen miissen. Nach diesen 
Versuchen besteht zwischen beiden Vitaminen keinerlei Beziehung, 
alles, was dariiber bisher behauptet worden ist, ist irrig. 


Zusammenfassung 


In erneuten Versuchen an jungen wachsenden Ratten wurde 
gepriift, ob durch verschieden hohe Vitamin B,-Zulagen der 
Bedarf junger wachsender Ratten an Vitamin A veriindert wurde; 
dies war nicht der Fall. Selbst die tiigliche Zulage von 3 mg 
Aneurin-Dihydrochlorid verinderte den Vitamin A-Bedarf nicht. 
Kin Synergismus oder Antagonismus zwischen Vitamin A und 
Vitamin B, wird deshalb auf Grund dieser Versuche abgelehnt 
und alle diesbeziiglichen Behauptungen werden als _ unrichtig 
bezeichnet. 


Diese Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung durch das 
Reichsministerium fiir Krnihrung und Landwirtschaft 
durchgefiihrt. 





Zur Frage des Antagonismus 
zwischen Vitamin C und Follikelhormon 


Von 


Karl Gergely 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest) 


a 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Oktober 1938) 


J. Mosonyi}) konnte durch die Verabreichung sowohl des 
weiblichen (Progynon-Schering und Unden-Bayer), als auch des 
miinnlichen (Erugon-Bayer) Sexualhormons bei Meerschweinchen 


eine Verminderung des C-Vitaminbestandes der Leber und der 


Nebennieren nachweisen und daraus auf einen Antagonismus 
zwischen den beiden Wirkstoffen schlieBen. Dies wurde durch 
die Untersuchungen von Sas?) und Sz. Hermann’) vollauf be- 
stiitigt, und zwar steigt nach ersterem nach erfolgter Kastration 
der C-Vitamingehalt der Nebennieren von miwnnlichen Ratten, 
und Sz. Hermann stellte fest, daB bei gleichzeitiger Verabfolgung 
des Follikelhormons und des C-Vitamins der Glykogengehalt der 
Leber von Meerschweinchen unverindert bleibt bzw. eine Ab- 
nahme erfihrt, obwohl einzeln verabreicht beide Wirkstoffe eine 
Steigerung des Glykogengehaltes verursachen. Meine Aufgabe 
war nun, auf Grund dieser Beobachtungen festzustellen, ob dieser 
Antagonismus zwischen Vitamin © und Follikelhormon 
auch in bezug auf die gaswechselsteigernde Wirkung 
des Follikelhormons nachgewiesen werden kann. 


Methodik 


Zu den Versuchen benutzte ich junge, ausgewachsene, weibliche Meer- 
schweinchen. Als Follikelhormon-Priparat dienten Progynon-B-oleosum- 
Schering und Unden-I.G. Farbenindustrie, wovon die nétigen Mengen 
durch mehrere Tage subcutan verabfolgt wurden. Das Vitamin C (Cevita- 
Chinoin) wurde, mit Soda neutralisiert, ebenfalls subeutan verabreicht. Der 
Gasstoffwechsel wurde mit der Haldaneschen Methode bestimmt. Die 


1) Diese Z. 242, 158 (1936); 250, 132 (1937). 

2) Biochem. Z. 287, 334 (1936); vgl. auch A. Giroud in Erg. Vitamin: 
und Hormonforschung (Ruzicka-Stepp), I. Bd., 8. 111, Leipzig 1938. 

8) Diese Z. 251, 78 (1938). 
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Tiere hungerten 16—20 Stunden vor der Gaswechselbestimmung, und er- 
hielten an diesem Tage 2 Stunden vor Beginn des Versuches das Follikel- 
hormon-Priiparat und 15 Minuten vorher das Vitamin C. 


Versuchsergebnisse 


An jedem Tiere wurden zuerst immer wenigstens zwei Grund- 
umsatzbestimmungen ausgefiihrt. Nachher wurde mit der Hormon- 
verabfolgung begonnen. Es wurden taglich 5000—10000 B.E, 
subcutan verabreicht. Die erste Gaswechselbestimmung wurde dann 
wihrend der Hormonverabreichung am 6.—12. Tage ausgefiihrt. 
Trat nun infolge der Follikelhormonverabfolgung eine Steige- 
rung des Gaswechsels ein, so wurde am nichsten T'age der Ver- 
such wiederholt, wobei aber neben dem Follikelhormon auch 
Vitamin C gegeben wurde. 

Wie aus den Werten der Tabelle ersichtlich, kann durch das 
Follikelhormon an weiblichen Tieren, 6—14 Tage hindurch ver- 
abreicht, eine ausgesprochene Steigerung (im Mittel 25°/,) des 
Grundumsatzes hervorgerufen werden. Die Steigerung betrug in 
einem Falle nach 18'tagiger Verabreichung sogar 83,5 °/,. Durch 
diese unsere Beobachtungen kénnen daher jene von Arvay), 
ferner Verzar und Arvay®) vollkommen bestiitigt werden. 

Die Versuche mit Vitamin C konnten nur bei 3 ‘lieren aus- 
cefiihrt werden, dafiir aber bei Nr. 3 und 4 wiederholt. Bei den 
Meerschweinchen Nr. 1 und 2 konnte aus iuferen Griinden blob die 
Stofiwechselsteigerung nach Follikelhormon-Verabreichung beob- 
achtet werden. Aus diesen mit C-Vitamin ausgefiihrten Ver- 
suchen geht hervor, daB der infolge der Sexualhormon- 
Verabfolgung erhéhte Gaswechsel durch Vitamin C be- 
trichtlich herabgedriickt werden kann. Bei Tier Nr. 3 
konnte die durch Follikelhormon-Verabfolgung zustandekommende 
Erhéhung des Grundstoffwechsels von 41,6 °/, durch Vitamin C um 
32,3 °/, herabgesetzt werden. Die Follikelhormon-Kinspritzungen 
wurden dann fortgesetzt und eine abermalige Erhéhung von 
83,5 °/, erreicht, welche durch Vitamin C-Verabfolgung wieder 
um 34,0°/, erniedrigt werden konnte. Dasselbe Verhalten zeigte 
auch das Tier Nr. 4. Die durch Follikelhormon hervorgerufene 
Erhéhung von 14,2°/, konnte durch Vitamin C um 9,6°/, ge- 
senkt und bei einer abermaligen Erhéhung von 6,0°/, konnte 


*) Biochem. Z 237, 199 (1931); vgl. auch hier die zusammenfassende 
Darstellung der einschligigen Literaturangaben. 
5) Biochem. Z. 240, 28 (1931). 
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eine Erniedrigung von 50,2°/, erzielt werden. Bei Tier Nr. 5 
betrug die Erhéhung 15,7 °/,, welche durch C-Vitamin um 21,4 °/, 
herabgedriickt werden konnte. 

Interessanterweise konnte bei Tier Nr. 3 nach 25 tigiger 
Follikelhormon-Verabfolgung keine weitere Stoffwechselsteigerung 
mehr nachgewiesen werden. Der Grundumsatz zeigte normalen 
Wert. 

Aus diesen Versuchen geht also eindeutig hervor, 
daB die durch Follikelhormon-Verabfolgung zustande- 
kommende Erhéhung des Gasstoffwechsels durch 
gleichzeitige Verabreichung von Vitamin C herabgesetzt 
werden kann. Diese Beobachtungen dienen daher als 
neuer Beweis fiir den zwischen Vitamin C und Follikel- 
hormon bestehenden Antagonismus. 


Diese auf Anregung des Institutsleiters J. Mosonyi ausgefiihrte Arbeit 
wurde durch Unterstiitzung der ,,Széchenyi, wissenschaftliche Gesellschaft 
zur Foérderung der ungarischen naturwissenschaftlichen Forschung“ er- 
moglicht. 
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Uber die Wachstumswirkung von Adermin an der Ratte 


Von 


Richard Kuhn und Gerhard Wendt 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Chemie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Oktober 1938) 


Von dem aus Hefe krystallisiert gewonnenen Aderminchlor- 
hydrat C,H,,O,N, HCl (Schmelzp. 204—205°) hatten wir zur 
Heilung der pellagraihnlichen Dermatitis je T'ag und Ratte 
10 y benétigt}). Im AnschluB an diese erste Angabe haben wir 
darauf hingewiesen, dab man einen dauernden normalen Ge wichts- 
anstieg nur dann erreicht, wenn man daneben noch das im neueren 
Schrifttum als ,,Filtratfaktor“ bezeichnete Vitamin zufiittert. Im 
folgenden sollen Wachstumswirkung und Heilung der pellagra- 
ihnlichen Dermatitis (Akrodynie), wie wir sie mit dem reinen 
salzsauren Salz des Vitamins B, an der Ratte beobachtet haben, 
genauer beschrieben werden. 

Kine Reihe von Tieren erhielt eine Grundkost mit Starke, 
eine andere Reihe eine solche mit Rohrzucker als Kohlenhydrat. 
Die Zusammensetzung der ,,Stirkediait“ war: 3400 Teile Reis- 
stiirke, 900 Teile 3mal extrahiertes Casein, 450 Teile ausgelassene 
sutter, 200 Teile Salzgemisch und 60 Teile Lebertran. Das Salz- 
gemisch hatte in beiden Versuchsreihen dieselbe Zusammensetzung, 
nimlich: Kochsalz p. anal. 10,7 g, Natriumphosphat 18,3 g, Calcium- 
phosphat 29,0 g, Kaliumphosphat 51,6 g, Eisencitrat 6,5 g, Calcium- 
lactat 69,8 g, Magnesiumsulfat 14,0 g, Kaliumjodid p. anal. 0,143 g, 
Mangansulfat p. anal. 0,065 g, Zinkcarbonat rein 0,043 g, Kupfer- 
sulfat 0,057 g. 

Die , Zuckerdiat“, nach Versuchen und Angaben von E. Au- 
hagen-Elberfeld, wird wie folgt bereitet: 100 g Agaragar (EK. Merck, 
Nr. 11002, in Stangen zu etwa 7 g) werden 2—3 Tage in 3 Litern 
Wasser eingeweicht. Dann figt man 3,65 kg Rohrzucker sowie © 
| Liter Wasser zu und erhitzt unter kriaftigem Rihren 2 Stunden, 


') R. Kuhn u. G. Wendt, Ber. chem. Ges. 71, 780, 1118, 1534 (1938). 
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wobei alles in Lésung geht. In die heife Fliissigkeit riihrt man 
ein zusammengeknetetes Gemisch von 200 g Salzmischung (vg, 
oben), 900 g Casein (3mal extrahiert), 100 g Lebertran und 30 ¢ 
geschmolzenem Butterfett. Unter Riihren ]aBt man die Flissigkeit 
auf etwa 60° abkiihlen, gieft auf Trockenbleche aus (Gesamtfliche 
etwa 7500 qcm) und lift erkalten. Die Masse wird in quadratische 
Stiicke von 5 cm Kantenlange geschnitten und auf Drahthorden 
an der Luft getrocknet, bis sie geniigend hart geworden sind. 
Die Ratten erhalten dieses Futter ad libitum. Der Gebrauch ist 
sehr sparsam. 

Die Fiitterungsversuche ergaben, dafi beide Reihen von Versuchis- 
tieren auf Aderminchlorhydrat sowohl beziiglich des Wachstums 
wie der Hauterscheinungen gleichartig ansprechen. Der Ersatz 
von. Reisstiirke durch Rohrzucker bedingt also im vorliegenden 
Falle kein verschiedenes Verhalten. 

Je Tag und Tier wurden ferner von Anbeginn gegeben: 
20 y Aneurinchlorid-chlorhydrat, 10 y Lactoflavin und 0,5 ccm 
,»Filtratfaktor“. Dieser war durch 2malige Behandlung mit Clarit 
(hochaktiv) von Vitamin B, fast vollig befreit. Die Tagesmenge 
von 0,5 ccm entsprach 20 g Frischhefe der Léwenbrauerei Miinchen 
und enthielt weniger als 0,5 y Adermin. Die letztere Angabe 
verdanken wir Herrn EK. F. Méller, der den EinfluB auf Siure- 
bildung und Wachstumsgeschwindigkeit von Milchsiurebakterien 
bestimmte ”). 

Aus den vorliegenden Versuchen (Fig. 1—4) berechnen sich 
folgende Mittelwerte: 


Aderminchlorhydrat Gewichtszunahme Vollige Heilung 
je Tag je Tag der Akrodynie nach 
i0 7 1,04 ¢ 21 Tagen 
7,5 7 0,92 g 21 Tagen 
5 Y 0,82 ¢ 30 Tagen 
2,0 7 0,61 ¢ oa) 


Fiir die Heilung der Hauterscheinungen sind danach 7,5 
je Tag und Ratte schon optimal. Die Erhéhung auf 107 ver- 
kiirzt die Heilungsdauer nicht weiter, wirkt sich aber auf die 


Geschwindigkeit des Wachstums noch giinstig aus. D (Dermatitis) 


bedeutet im allgemeinen: Haarausfall, “spastischer Gang, Nase borkig, 
Schorf an den Pfoten, Manschetten. DD (schwere Dermatitis) 
bedeutet: Starker Haarausfall, Schorf an der Schnauze, blumen- 


) E. F. Méller, Diese Z. 254, 285 (1938). 
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kohlihnliche Gebilde an den Ohren, Augen verklebt, noch vor- 
handenes Fell struppig, Pfoten ganz kahl. Védllige Heilung ist 
durch * bezeichnet. 
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Fig.1. 10 y Aderminchlorhydrat tiaglich 





>» 








i) ” ee co ie a eer near ry ais Ns an gy 
ae 


























| 
| 
| 
| 
ZO 1 a a I a 
. 2... wochen —2 ” - 
Fig. 2. 7,5 y Aderminchlorhydrat tiglich 
GF | T aia T 
| 

90 |- 4 

at 

80 |- 4 

* 

A70 — Fi 4 
60 ‘ia 4 ~— 
5 ie 1 
si J =o 1 
yo. 0 00 ?° | 70 . 

ae 
3O+- Oo 00 —_ 
| | 
ij = eens eee, onees l 
5 y/ 7. Z 
0 » Wochen roe. a ” ” 


Fig. 3. 5 »y Aderminchlorhydrat tiiglich 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVI. 





180 Kuhn und Wendt, Wachstumswirkung von Adermin an der Ratte 


J. B. Keresztesy und J. Stevens*) haben das von ihnen 
aus Reiskleie isolierte B,-Chlorhydrat nach einem von Th. Moll bei 
E. Merck-Darmstadt ausgearbeiteten Verfahren in einmaligen Dosen 
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Fig. 4. 2,5 y Aderminchlorhydrat taglich 


an der Ratte gepriift. Als wirksame Dosis, die innerhalb von 
14 Tagen die Heilung der Symptome bewirkte, ergaben sich 0,10 mg. 
Vergleicht man damit die Tagesdosis von 0,075 mg in unseren 
Versuchen, so erkennt man, daB fiir die StoBtherapie und fiir die 
Heilung durch tiigliche Gaben annihernd gleiche Vitaminmengen 
benétigt werden. Daraus ist zu schlieBen, dab B, im Tierkérper 
recht gut fixiert wird, was auf die Bildung von Adermin-protein 
zuriickzufiihren sein dirfte. S. Lepkovsky*) bendtigte zur Heilung 
der Symptome 10 y (Base?) je Tag, mit 5y trat die Besserung 
langsamer ein. P. Gyérgy') erzielt mit 5—10 y (Base?) je Tug 
Heilung der Akrodynie nach 3—4 Wochen, mit 15 y nach 2 Wochen. 
Auffallend bei ihm ist der Satz: ,,Growth was not promoted.” 
A.Ichiba und K. Michi®) geben 5—10y Chlorhydrat als_bio- 
logisch wirksam an und beobachteten neben Heilung der Dermatitis 
auch rasches Wachstum. 


3) Proc. Soe. Biol. Med. 38, 64 (1938). 

4) Sciene 87, 169 (1938); J. of Biol. Chem. 124. 129 (1938). 
5) J. Amer. Chem. Soe. 60, 983 (1938). 

8) Scientific Papers J. P. C. R. 1938, 623. 
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Uber Kreatinphosphorsaure; ein zweiter Weg zu ihrer Synthese 
Von 
Karl Zeile und Hildegard Meyer 


Mit 1 Figur im Text 
(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Gé6ttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Oktober 1938) 


Nachdem in der vorhergehenden Mitteilung iiber die Dar- 
stellung der Kreatinphosphorsiure durch direkte Posphorylierung 
des Kreatins berichtet wurde, wollen wir hier Versuche mitteilen, 
durch die wir auch von anderer Seite her eine Synthese und 
cleichzeitig eine Begriindung der bisher gebrauchten Konstitutions- 
formel des Phosphagens erreichten. 


Synthetische Versuche. Nach unseren friiheren Erfahrungen 
iiber die beim Kreatin unter verschiedenen Phosphorylierungs- 
bedingungen leicht eintretende RingschluBreaktion zum Kreatinin- 
system waren wir zunichst bestrebt solche Bedingungen zu treffen, 
die es erlauben, die Carboxylgruppe des Kreatins erst nach der 
Phosphorylierung zu erzeugen, und zwar unter besonderer Riick- 
sichtnahme auf die leichte hydrolytische Abspaltung des Phosphat- 
restes. Es schien méglich, die Carboxylgruppe durch Oxydation 
einer Doppelbindung zu erzeugen, iihnlich wie Barger und White?) 
durch Permanganatoxydation aus dem Galegin NH,0C(NH)NH-CH, 
‘CH = C(CH,), in guter Ausbeute die Guanidoessigsiure erhalten 
hatten. Der Kinfachheit halber versuchten wir die Oxydation 
eines Allylsystems. Das bendétigte, noch unbekannte Methy!-allyl- 
guanidin (I) wurde aus Methyl-allyl-amin und Methylisothioharn- 
stofisulfat als Sulfat gewonnen; die freie Base stellt einen schén 
krystallisierten Stoff dar. Zur Herstellung des Methyl-allyl-amins 
beniitzten wir nicht die von Partheil?) beschriebene Methylierung 
des Allylamins mit Methyljodid, die nicht befriedigend verliuft, 
sondern wir arbeiteten in Anlehnung an die Methode, die Stérmer’*) 
und Lepel zur Darstellung des Methyl-propyl-amins angewandt 


') Biochemie. J. 17, 831 (1923). 
*) A. Partheil u. H. v. Broich, Ber. chem. Ges. 30, 619 (1897). 
*) Ber. chem. Ges. 29, 2122 (1896). 


9* 
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— 


hatten: Aus Allylbromid und Methylanilin wird Methyl-allyl-anilin 
hergestellt, das nach der Nitrosierung und alkalischen Spaltung 
das gewiinschte Methyl-allyl-amin neben Nitrosophenol liefert, 
Bei der Oxydation des Methyl-allyl-guanidins mit Bariumperman- 
ganat in schwach schwefelsaurer Lisung erhielten wir in der 'T'at 
in 14°/,iger Ausbeute Kreatin. Auch lieB sich das Methyi- 
allyl-guanidin phosphorylieren; mit Diphenoxy-phosphorylchlorid 
(C,H,O),POCI erhielten wir das gut krystallisierte Derivat der 
Diphenylphosphorsiure (II). Bei der Behandlung mit Phosphor- 
oxychlorid tritt ebenfalls Phosphor ins Molekiil, doch ist es his 
jetzt nicht gelungen, das entsprechende Phosphorsiurederivat des 
Methyl-allyl-guanidins oder, bei unmittelbar auf die Phosphory- 
lierung folgender Permanganatoxydation, Kreatinphosphorsiiure 
zu fassen. Da inzwischen die Kreatinphosphorsiure durch direkte 
Phosphorylierung des Kreatins leicht zuginglich geworden ist, 
haben wir diese Versuche vorliiufig zuriickgestel!t. 


Abbauversuche. Mit diesen Versuchen war beabsichtigt ein 
noch phosphorhaltiges Spaltstiick der Kreatinphosphorsiure zu 
fassen, aus dem ein Riickschlu{i auf die Art der Bindung des 
Phosphorsiurerestes méglich sein sollte, nachdem sich diese bei 
den eigenartigen elektrochemischen Verhaltnissen zunichst nicht 
ohne Vorbehalt durch die bisher fiir die Kreatinphosphorsiiure 
angenommene Formel (III) ausdriicken lieB. Mit Riicksicht auf 
die leichte Abspaltung des Phosphatrestes, die eine Oxydation 
in saurem Medium ausschlieBt, versuchten wir die Kinwirkung 


JN, / NH—PO(0C,H,)s /NH—POOH), 
CNH CNH CONH 
\N—CH,—CH=CH, | \N—CH,—CH=CH, \N—CH,— COOH 
I CH, II CH, III CH, 


von Hypobromit auf Kreatinphosphorsiure in alkalischer Lésung, 
eine Reaktion, die u.a. zur analytischen Charakterisierung von 
Guanidoderivaten herangezogen worden war’). Zwar beobachteten 
wir lebhafte Stickstoffentwicklung, doch konnte in den Ansiitzen 
nur anorganisches Phosphat neben unveriindertem Ausgangsmaterial 
nachgewiesen werden. 

Weiterhin wurde unter verschiedenen Bedingungen ein Ring- 
schlu8 zur Kreatininphosphorsiure versucht. Im Gegensatz zum 
freien Kreatin, bei dem der Ringschluf leicht zu erzielen ist, 
konnten wir ihn an der Kreatinphosphorsiure nicht ohne <Ab- 


1) P. Brigl, R. Held u. K. Hartung, Diese Z. 173, 129 (1927). 
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spaltung des Phosphatrestes beobachten. Trocknes Krhitzen des 
Calciumsalzes auf 180° im Vakuum fiihrt zur Abspaltung von 
anorganischem Phosphat und Bildung einer entsprechenden Menge 
Kreatinin. Starke Natronlauge wirkt in der Kalte nicht ein, in 
der Warme erfolgt Abspaltung des Phosphatrestes; Kochen in 
| Thionylchlorid liBt die Substanz unverindert. Die Einwirkung 
| yon trocknem HCl-Gas in der Hitze, die Kreatin quantitativ in 
Kreatinin umwandelt, ergab teilweise Phosphatabspaltung und 
Kreatininbildung, daneben lieB sich das Calciumsalz eines Phos- 
phorsiiurederivates fassen, dessen Analysenwerte gut auf eine 
Methyl-hydantoinsaure-phosphorsiiure stimmen. Es ist also nur 
Verseifung der Iminogruppe durch die HCl-Behandlung eingetreten. 









































€ Ringéffnung an der Kreatininphosphorsdure. Im Gegensatz 
e zu unseren Beobachtungen, nach denen ein Ringschlu8 an der 
i, Kreatinphosphorsiure nicht méglich ist, fanden wir, daB die um- 
cekehrte Reaktion, die Ringéffnung der Kreatinin-(N*)-phosphor- 
siiure, deren Darstellung aus Kreatin oder Kreatinin durch Um- 
. setzung mit POCI, wir kiirzlich beschrieben hatten’), auBerordent- 
5 lich leicht eintreten kann. Nach den Angaben in der Literatur 
i und nach eigenen Erfahrungen iiber die verhiltnismabig geringe 
t Stabilititt der Kreatinphosphorsiiture war es iiberraschend, dab 
; sich Bedingungen ermitteln lieBen, unter denen eine Ringéfinung 
in der Hitze méglich ist, ohne daB merkliche Phosphatmengen ab- 
gespalten werden. In n/10-Lauge vollzieht sich die Reaktion inner- 
halb von 10 Minuten bei 100° praktisch quantitativ; auch in 
Na,HPO,-Lésung tritt sie rasch ein. Unter ihnlichen Umstanden 
verliuft die Ringaufspaltung am Kreatinin selbst sehr langsam 
| — und nur bis zu einem Gleichgewichtszustand. Die aus der Krea- 

tininphosphorsiiure erhaltene Kreatinphosphorsiiure stimmt in 
allen Kigenschaften mit dem Naturprodukt, bzw. mit dem durch 
: (ie friiher beschriebene Phosphorylierungsmethode erhaltenen 
| Stoff iiberein. Somit ist also die Kreatinphosphorsaiure noch auf 
einem zweiten Wege synthetisch zugiinglich geworden, der zwar 
priparativ umstiindlicher als das direkte Phosphorylierungs- 
Verfahren ist, aber fiir die Erérterung der Konstitution den 
Vorzug hat, daB er iiber ein gut definiertes Zwischenprodukt fiihrt. 

Nach den letzten Erfahrungen war es leicht, auch die Natur 
der Verbindung aufzukliiren, die friiher als eine Isomere der 
') K. Zeile, Diese Z. 236, 263 (1935); K. Zeile u. H. Meyer, 
Diese Z. 252, 101 (1938). 
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Kreatinphosphorsiure betrachtet wurde!); sie konnte nunmehr mit 
der Kreatininphosphorsiure identifiziert werden. Seinerzeit war die 
Abspaltung des Phosphatrestes aus der fraglichen Verbindung 
zwecks Freilegung des Kreatin- bzw. Kreatininmolekiils fiir die 
quantitative Bestimmung in waBriger Lisung, der etwas sekundiires 
Natriumphosphat zugesetzt war, vorgenommen worden, um eine 
wihrend der Hydrolyse méglicherweise eintretende Siuerung aus- 
zuschlieBen. Dabei wurde kein Kreatinin, sondern nur Kreatin 
festgestellt, woraus gefolgert werden mufte, daB in der Phosphor- 
siureverbindung das Kreatin- und nicht das Kreatininsystem ent- 
halten ist. Wie sich aber an der Kreatininphosphorsiure zeigen 
lieB, reicht die schwache Alkalitiit des sekundiren Phosphates aus, 
um in der Wiarme den Ring zu éffnen. Bei der Hydrolyse 
ohne Phosphat konnte dann auch an einigen Calciumsalzpripa- 
raten, die nach der friiheren Vorschrift [Diese Z. 286, 263 (1935) 
hergestellt wurden, Kreatinin in gleicher Menge wie bei der 
Kreatininphosphorsiiure nachgewiesen werden. Bei mehrfachem 
Nacharbeiten der erwihnten Vorschrift zeigte es sich, daB gering- 
fiigige Abianderungen der Versuchsbedingungen zu Priiparaten 
fiihren kénnen, die einen mehr oder weniger groBen Anteil an 
natiirlicher Kreatinphosphorsiure enthalten. Es ist demnach 
nicht auszuschlieBen, daB auch in einigen friiher hergestellten 
Praparaten natiirliche Kreatinphosphorsiure enthalten war, was 
sich iibrigens bei dem ohnehin nicht entscheidenden Wassergehalt 
nicht in der Elementaranalyse ausdriickt. So erklart sich das 
gelegentliche Versagen des Kreatinintestes in Hydrolyseansitzen, 
denen kein Phosphat zugesetzt war, und weiterhin die beobachtete 
teilweise Hydrolyse in n-HCl bei Raumtemperatur, die bei reier 
Kreatininphosphorsiiure nicht erfolgt. Der Unterschied in der 
Krystallform der Calciumsalze der vermeintlichen Isokreatin- 
phosphorsiiure (charakteristische Nadelbiischel) und der Kreatiniv- 
phosphorsiure (spitze Bliittchen) konnte als Dimorphie des kreatinin- 
phosphorsauren Calciums aufgeklirt werden, da es gelang, die 
Krystalle ineinander itiberzufiihren. Unterschiede in den Titrations- 
kurven erwiesen sich als durch verschiedenes [onenmilieu ver- 
ursacht; sie verschwanden bei vergleichenden Messungen an den 
reinen Natriumsalzen. Somit kann an der Identitat der fraglichen 
Verbindung mit der Kreatininphosphorsiiure kein Zweifel mehr 


bestehen. 


1) K. Zeile, Diese Z. 236, 263 (1935); K. Zeile u. H. Meyer, Diese Z. 252, 
101 (1938). 
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Uber die Konstitution der Kreatinphosphorsaure. Durch die 
glatte Ringéfinungsreaktion an der Kreatininphosphorsiure ergibt 
sich die Konstitution der Kreatinphosphorsiure im Sinne der 
bisher angenommenen Formel III, ohne daB damit eine Aussage 
iiber die Verteilung der Bindungen im Guanidorest gemacht sein 
soll. Bei dieser Gelegenheit sind zunichst nochmals im Zusam- 
menhang die elektrochemischen Verhiltnisse einiger zur Kreatin- 
phosphorsiure in enger Beziehung stehender Verbindungen zu 
erbrtern, Das Kreatin ist ein Zwitterion'). In seiner Titrations- 
kurve liegt die der Carboxylgruppe entsprechende Pufferstelle bei 
einem p,, von 2,62, im alkalischen Ast ist keine dem Guanido- 
rest entsprechende Pufferstelle wahrnehmbar, da die Basizitat des 
Guanidorestes von ‘4hnlicher GréBenordnung wie die des zur 
Titration verwendeten Alkali ist. In der Titrationskurve des 
Kreatinins liegt die seiner schwachen Basizitit entsprechende 
Pufferstelle bei einem p,, von 4,727). Die Kreatininphosphorsiure 
hat die basische Funktion verloren, die p,,-Werte (7,38 und 3,41)’) 
entsprechen den beiden Phosphorsiiuredissoziationen, ihnlich wie 
auch z. B. bei der Aminophosphorsiure‘*) keine basische Funktion, 
sondern nur die beiden Siureiiquivalente des Phosphorsiurerestes 
in Erscheinung treten. Bei der Kreatinphosphorsaure fehlt wie 
beim Kreatin selbst im alkalischen Ast der Titrationskurve eine 
Pufferstelle; im sauren Gebiet sind nur zwei Pufferstellen 
(p,, = 2,81; p,, = 2,44) mit Sicherheit wahrnehmbar, wovon wir 
uns nochmals durch die Aufnahme einer Titrationskurve bei 
verhaltnismiBig hoher Konzentration (0,188 molar) iiberzeugten 
(vgl. Figur). Nun miissen aber hier insgesamt 3 Siureiquivalente 
vorliegen, nimlich zwei der Phosphorsiure zugehérige und das 
der Carboxylgruppe entsprechende, wie es sich eindeutig aus der 
iibersichtlichen Ringéffnung der Kreatininphosphorséure ergibt. 
DaB sich nur zwei Pufferstellen ermitteln lassen, kann nur be- 
deuten, daB die dritte Pufferstelle noch weiter im stark sauren 
Gebiet liegt oder sich iiberlagert, so daB sie bei der elektro- 
metrischen Titration nicht zu erfassen ist. Die Tatsache, daB 
die Kreatinphosphorsiure nur sekundire Salze bildet, besagt, daB 
in diesen Salzen ein Siurefquivalent von dem offenbar noch 


) N. Bjerrum, 4Z. physik. Chem. 104, 147 (1923); ferner z. B. 
J.B.Greenstein u. J. Wyman, J. Amer. Chem. Soc. 58, 463 (1936). 
*) R. K. Cannan u. A. Shore, Biochem. J. 196, 72 (1928). 

*) K. Zeile u. H. Meyer, a.a. O. 
*) O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 196, 66 (1928). 
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stark basischen Guanidorest unter innerer Salzbildung gebunden 
wird, so daB also die Kreatinphosphorsiure Zwitterionen- 
charakter hat. 

Die Frage, ob der Phosphatrest an der Imino- oder Amino- 
gruppe als Substituent haftet, erscheint nur von formaler Be- 
deutung; sie hingt von der Formulierung des Guanidoniumions ab. 
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Titrationskurve der Kreatinphosphorsiure 


0,188 mol. kreatinphosphorsaures Natrium, aus kryst. Ca-Salz 
mittels Na-Oxalat gewonnen, 

0,2 n-Salzsaure, 

0,2 n-Natronlauge 


Die bekannte Einsiurigkeit der Guanidinbase weist schon darautf 
hin, daB nicht eine fixierte Doppelbindung vorliegt; Lecher’), 
dem man eingehende Untersuchungen iiber diesen Gegenstand ver- 
dankt, beniitzt folgende Formulierungen (IV): 


) H. Lecher u. Mitarb., Ber. chem. Ges. 56, 1326 (1923); Liebigs Ann. 435, 
154 (1924); 445, 61 (1925); 465, 139 (1927). 
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; NH, |+ 
| .NH, 
IV. | C—NH, oder H,N—Cc = 
\ \NH, | 
NH, | 





Auch neuere Untersuchungen mittels der Raman-Methode’) 
sprechen fiir eine Symmetrie des Guanidoniumions. Analog 
diirften die Verhiltnisse bei den starken einsiurigen Basen der 
Siureamidine, Isoharnstofi- und Isothioharnstoffderivate liegen. 
Die gewoéhnliche Schreibweise vermag zweifellos die Bindungs- 
verhiltnisse in Amino-Iminosystemen nicht richtig wiederzugeben, 
wenn man sie aber aus praktischen Griinden beibehilt, wird man 
auch die Formel der Kreatinphosphorsiure wie bisher beniitzen, 
weil sie am besten mit dem neben der acylierten Aminogruppe 
verbleibenden Amino-Iminosystem die noch vorhandene basische 
Funktion zum Ausdruck bringt. 


Versuche. 


Methyl-allyl-amin. — a) Monomethyl-allyl-anilin. Zu 20,47 g 
Allylbromid wurden unter guter Eiskiihlung 18,2 g Methylanilin gegeben. 
Nach Beendigung der Reaktion bildete sich eine zihfliissige Masse, die mit 
etwa 150 cem Wasser versetzt und zum Lésen schwach erwiirmt wurde. Zur 
Entfernung iiberschiissigen Allylbromids und Methylanilins war ein 2 maliges 
Auswaschen mit Ather erforderlich. Die briunlich gefirbte Lésung wurde 
darauf mit einem Uberschu8 von festem KOH versetzt, die in Freiheit 
gesetzte Base im Scheidetrichter abgetrennt und im Vakuum destilliert (19 mm, 
99—101°). Ausbeute bis zu 82°/). 


b) Methyl-allyl-amin. 75 g Monomethyl-allyl-anilin wurden mit 
113 g konzentrierter HCl versetzt und unter starker Eiskiihlung wurde eine 
gesittigte Lésung von 45 g Natriumnitrit langsam hinzugetropft. Aus der 
dunkelgriin gefiirbten Lésung schied sich nach lingerem Stehen ein dicker, 
krystalliner Brei ab. Die gesamte Reaktionsmasse wurde der Alkalispaltung 
unterworfen: Durch Kochen mit iiberschiissiger, verdiinnter Lauge auf dem 
Drahtnetz wurde das Amin mit Wasserdimpfen in eine Vorlage von 2 n-HCl 
iibergetrieben. Die griin gefirbte, salzsaure Lésung wurde zur Reinigung 
mehrmals ausgeithert und anschlieBend im Vakuum zur Trockne eingeengt. 
Das salzsaure Salz des Methyl-allyl-amins, das sich nach dem Einengen als 
stark verunreinigte, briiunliche Masse abgeschieden hatte, wurde nun direkt 
mit festem, gepulverten KOH verrieben, und das freie Amin im Vakuum 
in eine stark gekiihlte Vorlage destilliert. Das Destillat mu8te zur Reinigung 
2mal rektifiziert werden. Ausbeute 35°/,. Siedep. 64-66” 


_ Methyl-allyl-guanidinsulfat. 20,45 g Methyl-allyl-amin wurden zu 
einer konzentrierten Lésung von Isomethy]-thio-harnstoffsulfat (33,3 g) gegeben 


) I. Gupta, J. Indian. Chem. Soe. 13, 575 (1936). 
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und bei Zimmertemperatur tiber Nacht stehen gelassen. Die Reaktion ging 
langsam unter Merkaptanentwicklung vor sich. Die wiBrige Lésung wurde 
darauf bis zur Krystallabscheidung im Vakuum eingeengt und das Krystallisat 
aus Wasser—Alkohol durch Umkrystallisieren gereinigt. Ausbeute und Rein- 
heit des Stoffes werden erhéht, wenn das Amin im UberschuB (1,2 Mol) ein- 
gesetzt wird. Ausbeute 72°/,. WeiBe Prismen, die sich bei 245° zersetzen. 


4,465 mg Subst.: 6,030 mg CO,, 2,818 mg H,O. — 2,289 mg Subst.: 
0,523 eem N, (22°, 739 mm). 
C;N;H,, + '/,H,SO, Ber. C 37,01 H 7,46 N 25,92 
Gef. ,, 36,83  ,, 7,06 ,, 25,71. 


Das freie Methyl-allyl-guanidin li8t sich durch Umsetzung des 
Sulfats mit der berechneten Menge Natriummethylat in methylalkoholischer 
Lésung nach dem Einengen als strahlig krystallisierte Masse mit stark 
alkalischer Reaktion gewinnen. Es wurde aus Pyridin umkrystallisiert. 


Pikrat. 


4,640 mg Subst.: 6,599 mg CO,, 1,712 mg H,O. — 2,138 mg Subst.: 
0,463 eem N, (23°, 744 mm). 


C,,H,,N.O, Ber. € 38,58 H 412 N 24,57 
Gef. ,, 38,79 ,, 4,18 ,, 24,45. 


Gelbe Nadeln, in Alkohol leicht, in kaltem Wasser miBig ldslich. 


Methyl-allyl -guanidin-phosphorsaure-diphenylester. 200 mg 
Methyl-allyl-guanidinsulfat wurden zusammen mit 100 mg NaOH (2 Mol) 
in wenig Wasser gelést und 330 mg Diphenylphosphor-oxychlorid hinzu- 
gefiigt. Das Gemisch erwirmte sich schwach. Es wurde ein farbloses 0! 
erhalten, das nach lingerem Schiitteln mit viel Wasser durchkrystallisierte. 
Weibe Tiifelchen vom Schmelzp. 77°. Sehr schwer léslich in Wasser, ziemlich 
leicht in Ather, leicht in Alkohol, Benzol und Aceton. 


2,985 mg Subst.: 6,49 mg CO,, 1,51 mg H,O. — 3,033 mg Subst.: 
0,332 cem N, (21°, 748 mm). 
17H, )N,0,P Ber, C 59,10 H 5,84 N 12,18 
tef. ,, 59,30 4, 5,66 ,, 12,51. 


Oxydation von Methyl-allyl-guanidinsulfat. 1 g des Sulfats wurden 
in etwa 10 ccm Wasser gelést und zu der eisgekiihlten Lésung tropfenweise 
eine gesiittigte Lésung von Ba(MnOQ,), (3,08 g) und 0,505 g H,SO, (etwa 0,4 0) 
abwechselnd hinzugegeben, und zwar so, da8 Ba(MnO,), im Uberschuf vor- 
handen war. Die Lésung wurde mit Lackmus auf Neutralitit getiipfeit. 
Nach kurzem Stehen bei Zimmertemperatur verschwand die Rotfirbung. 
Darauf wurde vom MnO,-Niederschlag abfiltriert und das Filtrat bis zur 
dligen Konsistenz im Vakuum eingeengt. Das Ol krystallisierte durch, 
wurde mit Alkohol ausgewaschen und abfiltriert. Ausbeute 101 mg = 14 
Kreatin. 


Abbau der Kreatinphosphorséure mit gasférmiger Salzsaure. 
200 mg kreatinphosphorsaures Calcium wurden, auf vier Kélbchen 
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verteilt, im trocknen Salzsiurestrom 3 Stunden auf 103° er- 
hitzt. Danach wurde das in den Kélbchen verbliebene HCI- 
Gas im Vakuum unter FeuchtigkeitsausschluB abgesaugt, das 
Reaktionsprodukt in eiskaltem Wasser gelést und die Liésung 
mit NaOH gegen Phenolphthalein neutralisiert. Gesamtvolumen 
etwa 100 ccm. Durch Zugabe von etwas CaCl,-Liésung wurde 
anorganisches Phosphat ausgefallt. In der Regel waren 8 mg 
organisch gebundener Phosphor in Liésung geblieben, d.i. 40°/, 
des zu Versuchsbeginn vorhandenen. Von den 8 mg organisch 
gebundenen Phosphors waren etwa 25°/, in den zur colorimetri- 
schen Phosphatbestimmung verwendeten molybdathaltigen An- 
siitzen (ohne Reduktionsmittel) nach 45 Minuten als anorganisches 
Phosphat abspaltbar. Diese leicht spaltbare Phosphatmenge zeigte 
also das Verhalten unverinderten Kreatinphosphats. Von den 
restlichen 75°/, wurde nach weiteren 45 Minuten keine nennens- 
werte Menge anorganischen Phosphats mehr in Freiheit gesetzt, 
sie muBten demnach einer von der Kreatinphosphorsiure ver- 
schiedenen Verbindung angehoren. 

Die Lésung, die das organisch gebundene Phosphat enthielt, 
wurde auf 12 ccm eingeengt und nach und nach unter starker 
Kiihlung mit 1 Vol. Alkohol versetzt. Nach langerem Stehen 
tielen etwa 40 mg eines undeutlich krystallisierten Calciumsalzes 
aus. Der direkt angesetzte Jaffé-Folinsche Farbtest fiel negativ 
aus, nach Erhitzen in Salzsiure ergab der colorimetrische Ver- 
gleich einen Farbwert, der 25°/, Kreatin entsprach. Phosphor- 
gehalt 9,9°/,. Bei der Spaltung im molybdathaltigen Ansatz 
wurden 23°/, des Phosphats als labil gefunden. 50 mg des Ca- 
Salzes wurden nun zwecks Entfernung der labilen Fraktion einer 
6stiindigen Hydrolyse mit 0,5 n-HCl bei Zimmertemperatur unter- 
worfen. Nach Entfernung des anorganischen Phosphats mit CaCl, 
wurde das auf 6 ccm eingeengte Filtrat mit 1 Vol. Alkohol unter 
guter Kihlung versetzt, wobei allmahlich etwa 17 mg eines 
Calciumsalzes in rundlichen Gebilden auskrystallisierten. (Nach 
dem Umkrystallisieren aus wenig Wasser—Alkohol 12 mg Aus- 
beute.) Die Analysenwerte der Substanz stimmten gut auf das 
Ca-Salz der Hydantoinsiure-phosphorsaure: 

4,728 mg Subst. (lufttr.): 3,060 mg CO,, 1,369 mg H,O. — 3,177 mg 
Subst. (lufttr.): 2,48 cem n/100-HCIl. 

C,H,0,N,PCa+1H,0 (268,18) 
Ber. © 17,79 H 842 N 10,483 P 11,55 
Gef. ,, 17,65 9) 3,24 » 10,71 », 11,62 (colorimetr.). 
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Uberfiihrung der Kreatininphosphorsaure in Kreatinphosphorsaure. 
50 mg kreatininphosphorsaures Natrium werden in 5 cem n/10- 
NaOH 10 Minuten lang auf dem Wasserbad erwiirmt. Nach 
dieser Zeit ist der Kreatinintest negativ. Hierauf wird die ab- 
gekiihlte Liésung mit n-HCl neutralisiert, CaCl, im Uberschuf 
zugegeben, der geringe Niederschlag von anorganischem Phosphat 
(etwa 5°/,) durch Zentrifugieren entfernt und das kreatinphosphor- 
saure Calcium nach Zusatz von 1 Vol. Alkohol in der Kilte aus- 
krystallisieren gelassen. 

Das Calciumsalz wurde durch Messung der Hydrolysen- 
geschwindigkeit, Aufnahme der Titrationskurve sowie durch die 
Bestimmung des Kreatingehaltes mit dem Calciumsalz der natiir- 
lichen Kreatinphosphorsiure identifiziert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir 
fiir die Unterstiitzung der Arbeit. 
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Uber das Schicksal teilweise hydrierter 

aromatischer Verbindungen im Tierkérper”) 
Von 

Christoph Grundmann und Irmentraut Léw 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Oktober 1938) 


I. Einleitung 

Die Frage, ob der Tierkérper imstande ist, hydro-aromatische 
Verbindungen in aromatische iiberzufiihren, erscheint heute von 
besonderer Bedeutung im Hinblick auf die nahen chemischen 
Beziehungen, die zwischen Sterinen, Sexualhormonen und krebs- 
erregenden Kohlenwasserstoffen bestehen. A. Butenandt und 
H. Kudzus?) haben die Méglichkeit des Uberganges von Cholesterin 
iiber Dehydro-androsteron in Ostron unter dem Hinflu® dehydrie- 
render Vorgiinge innerhalb des Organismus bereits diskutiert. 
Unter diesen Gesichtspunkten hat kiirzlich K. Bernhard?) Stoff- 
wechselversuche zur Dehydrierung des Cyclohexanringes angestellt. 
Das bemerkenswerteste Ergebnis seiner Arbeiten, auf die wir im 
einzelnen noch weiter unten zuriickkommen, scheint uns, daB eine 
Dehydrierung des Cyclohexanringes nur in einzelnen Fallen statt- 
findet, daB somit schon geringe konstitutive Verinderungen der 
verabreichten Substanz zu vollig anderen Ergebnissen fihren. 
Z. B. gelang die Dehydrierung der Hexahydro-benzoesiiure und 
zahlreicher ihrer Derivate recht glatt, dagegen wurden von den 
3 Hexahydro-o-toluylsiuren die ortho-Saéure nicht einmal spuren- 
weise, die para-Siure vielleicht in sehr geringem Umfange und 
(ie meta-Saéure recht gut dehydriert. 

Unter diesen Verhiltnissen erschien es uns wiinschenswert, 
den KinfluB konstitutiver Veriinderungen der verabreichten Substanz 
auf den Ablauf der Dehydrierung niher zu studieren und so einen 


*) Vorgetragen auf der Reichsarbeitstagung der Deutschen Chemiker, 
Bayreuth, am 10. Juni 1938. 

’) Diese Z. 287, 75 (1935). 

*) Diese Z. 248, 256 (1937). 
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Hinblick in den Mechanismus der biologischen Aromatisierung zu 


gewinnen. Da es sehr wahrscheinlich ist, nach allem, was wir 


bisher iiber Dehydrierungen im Organismus wissen, dab der Vor- 
gang der Aromatisierung des Cyclohexanringes stufenweise ab- 
lauft, haben wir uns zunachst der Untersuchung des biologischen 
Verhaltens partiell ungesattigter Cyclohexan-derivate zu- 
gewandt. Um die Fragestellung zu vereinfachen, haben wir uns 


bisher darauf beschrankt, eine Reihe Substanzen zu untersuchen, ° 


die bei gleicher Struktur des Kohlenstoffgeriistes und der funk- 
tionellen Gruppen sich lediglich durch die Zahl und Lage der 
Doppelbindungen unterscheiden. 

Aus praktischen Griinden muften diese Substanzen in fiir 
Fiitterungsversuche geniigenden Mengen bequem zuginglich sein 
und in bezug auf die Lage der Doppelbindungen einheitlich, eine 
Forderung, die sich bei partiell hydrierten aromatischen Ver- 
bindungen nicht immer leicht erfiillen laBt. Weiterhin sollten 
sich die zu erwartenden Umwandlungsprodukte von den normalen 
Stoffwechselprodukten des Tieres unterscheiden, weswegen ein 
Arbeiten mit Hydrobenzoesiuren nicht in Frage kam. Wir haben 
uns deshalb fiir die Reihe der partiell-hydrierten o-Toluy!]- 
siuren entschlossen, die den genannten Anforderungen am besten 
entspricht und zudem einen gewissen Anschlu8 an die Ergebnisse 
der Bernhardschen Versuche erméglicht. 


II. Darstellung und Konstitutionsermittlung 
der partiell hydrierten o-Toluyl-sduren 


Ausgangsmaterial fiir simtliche dargestellten Verbindungen 
ist der heute in beliebigen Mengen kiaufliche Crotonaldehyd. 
Unter dem katalytischen Einflu8 sekundirer Amine, namentlich 
Diithylamin, kondensieren 2 Molekiile unter Wasserabspaltung und 
Cyclisierung zum Dihydro-o-toluyl-aldehyd (1), wie K. Bern- 
hauer’®) gezeigt hat. 

Durch Oxydation mit Silberoxyd geht der Aldehyd in eine 
bei 62° schmelzende Dihydro-o-toluylsaure (II) iiber. Die 
Lage der Doppelbindungen im Aldehyd und in der Siure hat 
K. Bernhauer ohne niheren Beweis gemi8 den Formeln (I) und (I!) 
angenommen. Durch folgende Reaktionen konnten wir die Richtig- 
keit der angenommenen Formulierungen beweisen: 


3) K. Bernhauer u. K. Irrgang, Liebigs Ann. 528, 43 (1936), daselbst 
die friiheren Arbeiten. 
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1. Der Dihydro-o-toluyl-aldehyd reagiert mit Maleinsaure- 
anhydrid unter Bildung eines krystallisierten Adduktes vom 
Schmelzp. 110° (II). Die beiden Doppelbindungen miissen also 
zueinander konjugiert legen. 

2. Das Ultraviolett-Absorptionsspektrum des Semi- 
carbazons des Dihydro-o-toluyl-aldehyds zeigt zwei Maxima bei 
310 mw und 334 my und schlieBt sich in seinem ganzen Verlauf 
eng dem des Safranal-semicarbazons (IV) an, dessen Kon- 
stitution R. Kuhn und A. Winterstein‘) aufgeklart haben. Eben- 
so entspricht das Ultraviolett-absorptionsspektrum der Dihydro- 
o-toluylsiure, sowohl was die Héhe wie die Lage der Bande 
anbetrifft, véllig dem der Sorbinsiure®) Da die Lage des 
Absorptionsspektrums wesentlich nur durch die Stellung der 
chromophoren Gruppen im Molekiil bestimmt wird, miissen die 
Doppelbindungen mit der Aldehyd- bzw. Carboxylgruppe ebenfalls 
in Konjugation stehen. 

3. Der oxydative Abbau mit Kaliumpermanganat liefert 
in guter Ausbeute Methylbernsteinsi&ure (V). 

Von den 9 méglichen Formeln eines Dihydro-o-toluyl-aldehyds 
iohne Beriicksichtigung der geometrischen Isomeren) ist nur die 
angegebene Formel (I) mit diesen Resultaten vereinbar; die aus 
Crotonaldehyd erhaltene Siiure ist somit die 4*°-Dihydro-o- 
toluylsiure. Uber das Siurechlorid erhilt man in iiblicher 
Weise mit konzentriertem, wiBrigem Ammoniak das Amid vom 
Schmelzp. 88°. 


In der Literatur ist bereits eine Dihydro-o-toluylsiure beschrieben®), 
die in wenig durchsichtiger Reaktion (durch sukzessives Behandeln der 
)-Oxy-hexahydro-o-toluylsiure mit Bromwasserstoff und Didthylanilin, wobei 
eigentlich nur eine Tetrahydro-o-toluylsiure entstehen sollte) erhalten wurde, 
und der ohne weiteren Beweis die Konstitution einer 4*.®-Dihydro-siure 
zuerteilt wurde. Da diese Siure um mehr als 60° héher schmilzt als die 
aus Crotonaldehyd dargestellte 44°-Siiure, muB sie eine andere Konstitution 
besitzen. 


Die Hydrierung mit Natriumamalgam fiihrt unter 1,4- 
Addition gemaB der Thieleschen Regel zu einer éligen 4°-Tetra- 
hydro-o-toluylsaure (VI), die ein Amid vom Schmelzp. 104° 


*) Ber. chem. Ges. 64, 344 (1934), vgl. auch R. Kuhn u. G. Wendt, 
Ber. chem. Ges. 69, 1549 (1936). 

°) K. W. Hausser, R. Kuhn, A. Smakula u. M. Hoffer, Z. physik. 
Chem. [B] 29, 371 (1985). 
*) W. H. Perkin, J. Chem. Soc. 99, 741ff. (1911). 
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liefert. Die Konstitution der Siiure folgt aus dem oxydativen 
Abbau mit Kaliumpermanganat, der glatt f-Methyladipin- 
siure (VII) liefert. 

W. H. Perkin®) hat bereits die beiden méglichen 4°-Tetra- 
hydro-o-toluylsiuren dargestellt und der bei 62° schmelzenden 
Siiure die trans-Konfiguration, der édligen Siure, die wohl mit 
unserem Praparat identisch ist, die cis-Konfiguration zu- 
geschrieben. 

Unter dem EinfluB von Alkalien lagert sich die 4°-Siure, 
wie dies von /,y-ungesittigten Siuren allgemein bekannt ist, unter 
Wanderung der Doppelbindung in Konjugation zur Carboxylgruppe in 
die bei 105° schmelzende 4°-Tetrahydro-o-toluylsiure (VIII) 
um. Das Amid dieser Siure schmilzt bei 142° Dieselbe Siure 
entsteht aus der 4*®-Dihydro-o-toluylsiiure auch auf einem anderen 
Wege. Schon K. Bernhauer’) hat beobachtet, daB die Dihydro- 
o-toluylsiure ein Mol Wasserstoff leicht anlagert, daB aber die 
weitere Hydrierung mit Platin nur iiuBerst langsam vor sich geht. 
Unterbricht man die Hydrierung an diesem Punkte, so erhilt man 
in sehr guter Ausbeute dieselbe 4°-Tetrahydro-o-toluylsaure. 
Von den beiden Doppelbindungen der Dihydro-o-toluylsiure wird 
somit die von der Carboxylgruppe entfernter stehende viel leichter 
angegriffen. Die Konstitution dieser Siiure wird eindeutig be- 
wiesen durch den Ozonabbau, der w-Methyladipinsiure (IX) 
liefert, die durch ihr charakteristisches Dianilid identifiziert 
wurde. 

In welcher Beziehung die von F. Mazza’) beschriebene 4°-Tetrahydro- 
o-toluylsiure vom Schmelzp. 80° zu unserer Verbindung steht, vermégen 
wir nicht zu sagen. Mazza hat ebenfalls beim oxydativen Abbau seiner 
Siiure «-Methyladipinsiiure erhalten. Méglicherweise liegen hier polymorphe 
Modifikationen vor. 

Die vollstindige Hydrierung der Dihydro-o-toluylsiure gelingt 
am besten mit Nickel und Wasserstoff unter hohem Druck und 
fiihrt zur cis-Hexahydro-toluylsiure (X). Da8 hier die reine 
cis-Siure vorliegt, zeigt die Darstellung des Amids, das ein- 
heitlich bei 151° schmelzend erhalten wurde. Hydriert man hin- 
gegen die 4°-Tetrahydro-o-toluylsiure erschépfend mit Platin und 
Wasserstoff bei gew6hnlichem Druck, was nur schwierig mit einem 
groBen UberschuB an Katalysator gelingt, so erhilt man ein Ge- 
misch von trans- und cis-Hexahydro-o-toluylsiure. 

) K. Bernhauer u. G. Neubauer, Biochem. Z. 251, 173 (1932). 
®) F. Mazza u. G. di Mase, Gazz. chim. Ital. 57, 300 (1926). 
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. III. Fiitterungsversuche, Methodik und Ergebnisse 
e Als Versuchstiere dienten uns gesunde, erwachsene Kaninchen 
beiderlei Geschlechts von 2000—3000 g Kérpergewicht. Die Tiere 
rt wurden vor und wihrend des Versuches mit einer aus frischem 
d Gemiise und Gerste bestehenden normalen Kost ernidhrt. 
e Unter diesen Bedingungen scheiden die Kaninchen im Harn 
- | stindig nicht unbetrichtliche Mengen an Benzoesiiure aus, deren 
- Menge sich durch eine Anderung in der Ernihrungsweise im 
d Rahmen des fiir die Tiere Bekémmlichen kaum vermindern 1iBt. 
i Die absolute Menge der ausgeschiedenen Benzoesiiure scheint 
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" nach unseren Beobachtungen starken individuellen Schwankungen 

zi. unterliegen. In zahlreichen Fallen beobachteten wir nach der 
Verfiitterung gewisser Substanzen eine um mehrere GréBen- 
ordnungen gesteigerte Ausscheidung von Benzoesiure, 


10 
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die mit dem verfiitterten Produkt in keinerlei direktem Zusammen- 
hang steht. 

Wir haben der Frage, woher die groBen Mengen an Benzoc- 
siiure stammen, die plétzlich ausgeschiittet werden, unsere bhe- 
sondere Aufmerksamkeit zugewandt. Vdéllig ausgeschlossen scheint 
die Annahme, daB sie etwa durch Dehydrierung, Decarboxylierung 
und Methyloxydation aus den verfiitterten Hydro-toluylsiuren ent- 
standen sein kénnten, denn wir haben das Auftreten von so grofen 
Mengen Benzoesiiure auch nach Verfiitterung von Substanzen 
beobachtet, aus denen selbst unter Annahme vielstufiger kompli- 
zierter Umwandlungen kaum Benzoesiiure entstehen kann. Uber- 
dies wurden gerade bei der Verfiitterung der partiell hydrierten 
o-Toluylsiuren und ihrer Amide besonders geringe Mengen an 
Benzoesiure gefunden, wihrend andererseits in den Fallen von 
enorm gesteigerter Benzoeséure-Ausscheidung die verfiitterten Sub- 
stanzen hiufig unverindert oder in anderer Weise abgebaut nach- 
gewiesen werden konnten. Somit kann es sich bei dem Phinomen 
nur um eine Reiz- oder Giftwirkung der eingegebenen Stofie 
handeln, die entweder die Benzoesiiure aus uns unbekannten 
Quellen im Organismus mobilisiert, oder aber normale Stoffwechsel- 
vorgiinge an irgendeiner Stelle derartig pathologisch verindert, 
daB gewisse Zwischenprodukte, die sonst weiter verbrennen, in 
Form von Benzoesiiure stabilisiert werden. 

Auf Grund dieser Tatsachen scheidet natiirlich von vorn- 
herein die Méglichkeit aus, an Kaninchen etwa teilweise hydrierte 
Benzoesiuren zu verfiittern. Weiterhin scheint uns eine gewisse 
Zuriickhaltung in der Auswertung der Versuchsergebnisse von 
K. Bernhard?) geboten, zum mindest was die quantitative Seite 
seiner Versuche anlangt. Benzoesiiure gehért auch zu den nor- 
malen Ausscheidungsprodukten des Hundes, wo sie normalerweise 
iiberwiegend in Form von Hippursiiure mit Glykokoll gepaart im 
Harn erscheint. K. Bernhard gibt an, dab er durch eine besondere 
sehr eiweiBarme Diat die normale Hippursiiure-Ausscheidung seiner 
Versuchstiere auf ein Minimum heruntergesetzt hat; es bestelit 
aber immer noch die Méglichkeit, dab auch beim Hunde iihnliche 
spontane Benzoesiiureausschiittungen durch Reizwirkung der ein- 
gegebenen Substanzen eintreten kénnen. 

Die untersuchten Substanzen wurden mit der Schlundsonde 
verfiittert, die Siuren in Form ihrer Natriumsalze, die Amide 
feingepulvert in wiBriger Suspension. Die tigliche Dosis richtete 
sich nach der Vertriglichkeit; im allgemeinen wurde 2mal tiglich 
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cefiittert und eine Gesamtmenge von 7—10 g pro Tier innerhalb 
von 4—6 Tagen verabfolgt. Der Harn wurde wihrend der Fiitte- 
rung und noch 2 Tage nach EKingabe der letzten Dosis ge- 
sammelt. Die weiteren Einzelheiten der Aufarbeitung sind im 
experimentellen Teil beschrieben. 

An dieser Stelle soll noch betont werden, daB die erzielten 
Ausbeuten an Stoffwechselprodukten in allen Fallen sicherlich 
Minimalwerte darstellen; die mihsame Fraktionierung des 
Siiuregemisches und namentlich die Gewinnung von schmelzpunkts- 
und analysenreinen Substanzen, wie sie die Identifizierung er- 
forderte, war stets mit betrichtlichen Verlusten verbunden. Aus- 
beuten in der GréBenordnung, wie sie K. Bernhard an Hunden 
bei der Verabreichung von Derivaten des Hexahydro-benzols er- 
reicht hat), konnten wir in keinem Fall beobachten. Offenbar 
fillt ein weit gréBerer Prozentsatz der ungesittigten Siuren der 
yvolligen Verbrennung anheim, die wohl an den Ring-Doppelbin- 
dungen eine leichtere Angriffsméglichkeit besitzt. 

Aus 24g 4*®-Dihydro-o-toluylsiure wurden neben 6,5 g 
unverindertem Ausgangsmaterial 4,5 g o-Toluylsiure erhalten, 
entsprechend einer Ausbeute von 209), d. Th. 

Aus 24¢ cis- 4°-Tetrahydro-o-toluylsiure wurden neben 
6 @ unverindertem Ausgangsmaterial 0,8 g 4®-Tetrahydro- 
o-toluylsiure erhalten. Es hat also im Organismus eine Ver- 
schiebung der Doppelbindung in Konjugation zur Carboxyl- 
sruppe stattgefunden. Nachdem diese Umlagerung schon in vitro 
durch Kochen mit Natronlauge erzielt worden war, lag es nahe 
anzunehmen, da8 die Umwandlung bereits im alkalischen Bereich 
des Verdauungstraktes, eventuell unter Mitwirkung von Fermenten, 
vor sich geht. Wie Versuche gezeigt haben, veriindert sich aber 
(ie 4°-Tetrahydro-o-toluylsiure bei 37° und p,, 8—8,5 innerhalb 
von mehreren Tagen nicht merklich. Auch Versuche, die Um- 
wandlung durch Einwirkung von Lebedew-Saft und Leberbrei 
herbeizufiihren, blieben erfolglos. DaB hier keineswegs eine all- 
gemeine Kigenschaft der f,y-ungesittigten Siuren vorliegt, erhellt 
aus der Tatsache, daB f,y-Dihydro-muconsiure HOOC—CH,— 
CH CH—CH,—COOH, die bekanntlich in vitro besonders leicht in 
die «,8- ingosattiods Siiure umgelagert wird, den Kérper des 
Kaninchens vollig unangegriffen passiert. 

Aus 20 g cis-Hexahydro-o-toluylsiure wurden 8,6 g 
unYy ocbadiext wiedergewonnen, irgendwelche Umwandlungspro- 
dukte waren nicht sicinwcian Dieses Ergebnis steht in Uber- 
10* 
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einstimmung mit den von K. Bernhard an Hunden gemachten 


Erfahrungen. 
Die relativ geringen Mengen an definierten Stofiwechsel- 


produkten, die aus den freien Siuren erhalten werden konnten, 


haben uns veranlaBt, auch die entsprechenden Siureamide zu 
verfiittern, um so héhere Ausbeuten zu erzielen. RK. Kuhn, 
F. Kohler und L. Kéhler®) haben gezeigt, daB die m-Oxydation 
von hochungesiittigten aliphatischen Siuren durch die Verfiitte- 
rung der Amide auberordentlich begiinstigt wird; es war also 
eventuell auch mit einer Oxydation der o-stindigen Methylgrupype 
zu rechnen. 

Wie die folgenden Ergebnisse zeigen, haben sich beide An- 
nahmen nicht bewahrheitet, die Ausbeuten sind durchwegs noch 
geringer als im Falle der freien Siuren, in Ubereinstimmung 
mit ilteren Beobachtungen von Bb. Flaschentriger?’), der bei 
Hunden nach Verfiitterung von Sebacinsiiure-halbamid nur 10° , 
unverindert wiederfand, wihrend Sebacinsiure zu 40°/, aus- 
geschieden wurde. Andeutungen fiir das Auftreten von Produkten 
der Methyl-oxydation haben wir nicht finden kénnen. Ebenfalls 
war unverindertes Ausgangsmaterial niemals zu _ regenerieren. 
Vielleicht hiingt dies damit zusammen, dafi diese cyclischen Amide 
viel toxischer sind als die freien Siéuren. 

Aus 21g 4**-Dihydro-o-tolulysiure-amid wurden 0,8 g 
o-Toluylsiure-amid gewonnen neben 6 g einer 6éligen Siure- 
fraktion, die aber keine Dihydro-o-toluylsiure enthilt. 

Aus 14 g cis-4°-Tetrahydro-o-toluylsiure-amid wurden 
0,25 g freie 4°-Tetrahydro-toluylsiure erhalten, neben 4,6 ¢g 
cis-A®-Tetrahydro-o-toluylsiure. Amide konnten nicht isoliert 
werden. 

Aus 20 g 4®-Tetrahydro-o-toluylsiure-amid wurden 
0,5 g einer bei 136—138° schmelzenden Verbindung erhalten, 
deren Analysenwerte genau auf ein Dihydro-o-toluylsiure- 
amid passen. Die Konstitution dieser Substanz konnte bisher 
aus Materialmangel nicht aufgeklirt werden. Warum die De- 
hydrierung in diesem Falle nicht weiter verliuft, vermégen wir 
nicht zu sagen; ob eine andere Lage der Doppelbindungen 1m 
Ring die biologische Aromatisierung erschwert, sollen weitere 
Versuche mit isomeren Dihydro-o-toluyl-siuren entscheiden. 


®) Diese Z. 247, 197 (1937). 
1) Diese Z. 159, 297 (1926). 
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Aus 14 g cis-Hexahydro-o-toluylsiure-amid wurden 
4 g cis-Hexahydro-o-toluylsiure erhalten, Amide waren nicht 
nachzuweisen. 

Nach Verfiitterung von Amiden hochungesittigter alipha- 
tischer Siuren erhielten R. Kuhn, F. Kohler und L. Kohler’) 
im Harn der Kaninchen immer nur die entsprechenden Halbamide 
der Dicarbonsiuren. Freie Mono- oder Dicarbonsiuren wurden 

keinem Falle beobachtet. Andererseits fanden R. Kuhn und 

. Léw?') bei der Verabreichung von gesittigten Fettsiure- 
amiden keine Halbamide von Dicarbonsiuren im Harn!’), woraus 
auf Verseifung der Amid-Gruppen?*) zu schlieBen ist. 


Die bisher untersuchten Amide der teilweise hydrierten 
o-Toluylsiiuren nehmen demgegeniiber in ihrem Verhalten eine 
Mittelstellung ein. Die Siureamide, die in @,f-Stellung zur Amid- 
Gruppe eine Doppelbindung tragen, werden im Organismus nicht 
cespalten und finden sich in Form ihrer Dehydrierungsprodukte 
im Harn wieder, wihrend die Amide der Siuren, die am «-stiin- 
digen Kohlenstoffatom keine Liickenbindung besitzen, im Orga- 
nismus zu den freien Monocarbonsiuren verseift werden. Ob hier 
eine allgemeinere GesetzmiBigkeit vorliegt, miissen weitere Unter- 
suchungen zeigen. 


IV. Zusammenfassung 


Es wurde eine Reihe von teilweise hydrierten o-Toluylsiuren 
und deren Amide von Crotonaldehyd ausgehend synthetisiert und 
die Konstitution der Verbindungen, soweit sie noch unbekannt 
waren, bestimmt. 

Die gewonnenen Substanzen wurden auf ihr Verhalten im 
Qrganismus in Fiitterungsversuchen am Kaninchen untersucht. 
Aus unsern bisherigen Ergebnissen folgt: Nur von der Dihydro- 
Stufe aus findet Aromatisierung statt. Das Dehydrierungs- 
vermégen der dem Kaninchen zur Verfiigung stehenden Fermente 
ist anscheinend nicht ausreichend stark, um auch die Tetra- 
und Hexahydro-Verbindungen in Derivate des Benzols zu ver- 
wandeln. 


") Unveroffentlicht. 
12) Die aromatischen Siiureamide nehmen offenbar eine Sonderstellung 
ein: vgl, dazu die-einschligige Literatur bei B. Flaschentriger u. Mit- 


arbeiter, Diese Z. 225, 157 (1934). 


18) Vgl. dazu H. Waelsch u. A. Busztin, Diese Z. 249, 135 (1937). 
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Experimenteller Teil 
A. Darstellung und Konstitutionsermittlung der Hydro-toluylsiuren 


A*®-Dihydro-o-toluylaldehyd (I) wurde nach den Angaben von 
K. Bernhauer und K. Irrgang’) dargestellt. Das zwischen 70° und 
110°,14 mm _ siedende Rohprodukt wurde mit dem gleichen Volumen Ather 
verdiinnt und mit 1 n-Schwefelsiiure und dann mit Wasser und Natrium- 
bicarbonatlésung griindlich gewaschen. Auf diese Weise werden geringe 
Mengen basischer Produkte aus dem Rohaldehyd entfernt, die sonst beim 
Aufbewahren eine langsame weitere Kondensation des Aldehyds zu hoher 


molekularen Produkten bedingen. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat . 


geht bei der Fraktionierung im Vakuum mit Widmerspirale fast alles bei 
76—80°/15 mm itiber. n}S® = 1,5280. 

Das in iiblicher Weise dargestellte Semicarbazon krystallisiert aus 
Essigester—Petrolither in kaum gelbstichig gefiirbten Blitterchen yom 
Schmelzp. 204° unkorrigiert. In der Literatur’) wird der Schmelzpunkt 
zu 196° angegeben. 

Der so gereinigte Dihydro-o-toluylaldehyd enthilt noch maximal 
2°/, p-Toluylaldehyd’), der in die weiteren Umwandlungsprodukte in Form 
von p-Toluylsiure eingeht und nur duberst schwierig ganz zu entfernen ist. 
Fiir die Tierversuche ist diese Verunreinigung nicht weiter stérend, da, 
wie wir uns tiberzeugt haben, p-Toluylsiiure den Organismus des Kanin- 
chens unverindert verlift. Wir haben auch stets neben Hauptprodukten 
noch geringe Mengen p-Toluylsiure isolieren kénnen. Diese ‘latsache 
beweist, daB die von uns angewandten Methoden der Aufarbeitung und 
Fi raktionierung der Stoffwechselprodukte so vollkommen waren, dab uns 
kein wesentliches Umwandlungsprodukt hiitte entgehen kénnen. 


Addition von Maleinséureanhydrid an 4*‘°-Dihydro-o-toluyl- 
aldehyd. 6,1 ¢g Aldehyd und 4,9 g Maleinsiureanhydrid wurden 
iiber kleiner Flamme erhitzt, wobei bald eine heftige Reaktion einsetzt, 
die zum Aufsieden des Gemisches unter AusstoBung stechend riechender 
Diimpfe fiihrt. Nach dem Abkiihlen wird der hellgelbe Syrup mit dein 
gleichen Volumen Methanol angerieben, worauf sofort Krystallisation ein- 
tritt. Ausbeute: 6,2 g. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus Essigester- 
Petrolither liegen derbe Prismen vom Schmelzp. 110° (unkorr.) vor. 


3,840, 3,890 mg Subst.: 9,160, 9,300 mg CO,, 1,93, 1,96 mg H,0. 


C,,H,,0, (220,1) Ber. C 65,43 H 5,50 
Gef. ,, 65,06, 65,20  ,, 5,62, 5,64. 


Abbau von 4**-Dihydro-o-toluylaldehyd mit Kaliumpermanganat. 
20g Aldehyd wurden mit 50cem 1n-Sodalésung unter Eiskihlung 
turbiniert und innerhalb von 4 Stunden 400 cem einer 4°/,igen Kalium 
permanganatlésung zugetropft. Nach weiterem, 2stiindigem Riihren 
war der Aldehydgeruch vollstiindig verschwunden, man saugte vom Braun- 
stein ab und zerstérte iiberschiissiges Oxydationsmittel nach dem Ansiiuern 
mit 2 n-Schwefelsiiure durch Wasserstofiperoxy d. Die saure Lisung wurde 
i. V. auf etwa 150 cem eingeengt und im Schacherl-Apparat mit Ather 
18 Stunden extrahiert. Die nach Verdampfen des Atherextraktes hinter- 
bleibende Slgetriinkte Krystallmasse liste man in 5 ccm 1 n-Sodaldsung, 
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filtrierte vom Unléslichen ab und zog nach dem Ansiiuern mit verdiinnter 
Schwefelsiiure 5mal mit je 5 cem Ather aus. Die vereinigten Ather- 
ausziige hinterlassen nach dem Verdampfen 1,09 g rohe Methylbernstein- 
siiure, die nach dem Trocknen auf Ton bei 98° schmilzt. Zur vélligen 
Reinigung wurde das Rohprodukt i. Hochv. fraktioniert sublimiert. Bei 
90—120°/0,01 mm ging ein teilweise Oliger Vorlauf iiber, wiihrend die 
Hauptmenge bei 140° folgte und nach dem Umkrystallisieren aus Ather- 
Petrolither bei 112° (unkorr.) schmolz. Der Mischschmelzpunkt mit einem 
Priiparat anderer Herkunft ergab keine Depression. 

3,920 mg Subst.: 6,57 mg CO,, 2,19 mg H,O. — 3,09 mg Subst.: 
4,75 cem n/100-NaOH. 

C.H,O, (132) Ber. C 45,71 H 6,25 Aquiv.-Gew. 66,0 

Gef. ,, 45,42 ,, 6,12 1 65,0. 
4*°®-Dihy dro-o-toluylsiure wurde nach K. Bernhauer undG. Neu- 
bauer’) durch Oxydation des gereinigten Aldehyds mit Silberoxyd dar- 
gestellt. Die rohe Siure krystallisiert erst nach lingerem Stehen in der 
Kiilte vollstindig. Die Ausbeute betriigt T0—80°/, d. Th. Zur Reinigung 
wird am besten auf Ton abgepreBt und mehrere Male aus wibrigem Methanol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 62°. 

A**-Dihydro-o-toluylsaure-amid. 387 g Dihydro-o-toluylsiure 
wurden mit 25eem Thionylchlorid p. A. auf dem Dampfbad erwirmt, 
bis alles gelést war und keine SO,-Entwicklung mehr stattfand. Man saugte 
im Vakuum aus einem 40—50° warmen Wasserbad das iiberschiissige Thiony]- 
chlorid ab und lieB das rohe Siurechlorid unter lebhaftem Riihren in 300 cem 
konzentriertes Ammoniak langsam eintropfen. Nach Stehen im Eis- 
schrank iiber Nacht wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und im Vakuum 
cetrocknet. Ausbeute 30 g=82°/, d. Th. Nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Benzol—Benzin erhilt man das 4*°-Dihydro-o-toluylsiure- 
amid in rechteckigen Platten vom Schmelzp. 88° (unkorr.). 

3,758, 2,111 mg Subst.: 0,331 (20°, 742 mm), 0,187 (20°, 749 mm) ccm N,. 

C,H,,ON (137,1) Ber. N 10,16 Gef. N 10,02, 10,17. 

cis-4°-Tetrahydro-o-toluylsaure. 46 g Dihydro-o-toluylsiure 
wurden in 1 Liter '/, n-Natronlauge gelést und unter Eiskiihlung, stiindigem 
Kinleiten von Kohlensiéure und lebhaftem Riihren 1 kg 3°/,iges Natrium- 
amalgam in kleinen Portionen eingetragen, so daB sich die Temperatur 
stiindig unter 15° halt. Nach 18 Stunden trennte man vom Quecksilber ab 
und siiuerte vorsichtig mit konzentrierter Salzsiure an. Die dlig abgeschiedene 
Siiure wurde mit Ather aufgenommen, iiber Chlorealcium getrocknet und 
nach Verdampfen des Athers einige Stunden im Eisschrank aufbewahrt, 
wobei sich geringe Mengen von p-Toluylsiiure abschieden. Man saugte ab 
und fraktionierte die Dihydrosiiure im Vakuum. Die Hauptmenge geht bei 
124—126°/10 mm als dickes farbloses Ol von schwachem, schweiBartigem 
Geruch tiber. Ausbeute 65°/, d. Th. n}°= 1,4865. 

8,505 mg Subst.: 8,88 mg CO,, 2,70 mg H,O. — 5,741 mg Subst.: 
4,14 cem n/100-NaOH. — 1,460 mg Subst.: 7,1 mg PtO, in 2,0 ecm LEisessig 
hydriert; Endwert nach 15 Minuten. 

C.H,,0, (1401) Ber. C 68,52 H 8,63 Aquiv.-Gew. 140,7 [| 1,00 
Gef. ,, 69,09 ,, 8,62 : 139 wee 
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Abbau von ceis-4°-Tetrahydro-o-toluylsaure mit Kaliumperman. 
ganat. 2,8 ¢ 4°-Tetrahydrosiure wurden in 50 cem 1 n-Soda gelést 
und 250 cem 4°/,ige Kaliumpermanganat-Lésung unter Eiskiihlung 
und gutem Riihren innerhalb von 2 Stunden eingetropft. Man riihrte dann 
noch 12 Stunden bei Zimmertemperatur weiter, kochte kurz auf und nutschte 
die véllig entfiirbte Lésung vom Braunstein ab. Dieser wurde mit 200 ccm 
Wasser ausgekocht und die vereinigten Filtrate i. V. auf ein Volumen yon 
etwa 100 cem eingeengt. Nach dem Ansiiuern mit 10°/,iger Schwefelsiure 
extrahierte man im Schacherl-Apparat 1'/, Tage mit Ather. Der nach Ver 
dampfen des Athers hinterbleibende gelbliche Sirup wurde i. V. destilliert, 
wobei zwischen 180 u. 200°/6 mm unter lebhaftem Aufsieden (CO,-Abspaltung) 
eine sofort krystallisierende Siure iiberdestilliert. Das Rohprodukt wurde 
auf Ton getrocknet und schmolz nach 2maligen Umkrystallisieren aus Essig 
ester—Petroliither bei 92--93°. Ausbeute 1,6 g. Der Mischschmelzpunkt mit 
3-Methyl-adipinsiure anderer Herkunft lag bei 93°. 


3,445 mg Subst.: 6,64 mg CO,, 2,24 mg H,O. — 5,203 mg Subst: 
6,38 cem n/100-NaOH. 


C,H,,0, (160,1) Ber. C5247 H7,55 Aquiv.-Gew. 80,0 
Gef. ,, 52,57 » a . 81,5. 


cis-A°-Tetrahydro-o-toluylsaure-amid. 30¢ 4°-Tetrahydo-siure 
wurden, mit dem gleichen Volumen Ather verdiinnt, mit 18 cem Thiony!- 
chlorid p. A. auf dem Dampfbad '/, Stunde unter RiickfluB erhitzt, und 
dann i. V. bei 60° Ather und iiberschiissiges Thionylehlorid méglichst ent- 
fernt. Nach dem Abkiihlen lieB man das rohe Séurechlorid unter gutem 
tiihren und Kiihlung mit Eiswasser innerhalb von 15 Minuten in 250 ccm 
konzentriertes Ammoniak eintropfen. Man riihrte noch '/, Stunde 
unter Eiskiihlung weiter, nutschte ab und wusch mit kaltem Wasser. Aus- 
beute 27 g. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus Benzol—Benzin lagen 
feine Nadeln vom Schmelzp. 104° vor. 


3,686 mg Subst.: 0,325 cem N, (20°, 739 mm). 
C.H,,ON (139,1) Ber. N 10,07 Gef. N 9,99. 


A°-Tetrahydro-o-toluylsaure. — A. Durch Umlagerung aus cis- 
4°-Tetrahydro-o-toluylsiure: 5g der 4°-Tetrahydrosiure wurden 
mit 25 cem 40°/,iger Natronlauge 38 Stunden unter RiickfluB gekocht. 
Nach dem Erkalten verdiinnte man bis zur Lésung des ausgeschiedenen 
Natriumsalzes mit Wasser und siiuerte dann vorsichtig mit konzentrierter 
Salzsiure an, wobei die 4°-Tetrahydro-o-toluylsidure sofort krystalli- 
siert ausfiel. Ausbeute 4,35 g. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
verdiinntem Eisessig lagen diinne, sternférmig angeordnete Prismen vom 
Schmelzp. 105° vor. 


4,025 mg Subst.: 10,08 mg CO,, 3,02 mg H,O. — 6,083 mg Subst.: 

4,39 ecm Ny. — 2,080 mg Subst.: 7,1 mg PtO, in 2 cem Eisessig hydriert: 
Endwert nach 20 Minuten. 

C.H,,0, (140.1) Ber. C 68,52 H 8,63 Aquiv.-Gew. 140,1 [ 1,00 

Gef. ,, 68,30 ,, 8,39 - 188,0 [| 0,99. 
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B. Durch Hydrierung von 4**-Dihydro-o-toluylsiiure. 10¢ 
Dihydro-o-toluylsiure wurden in 40 ccm Eisessig p. A. mit 0,4 ¢ 
Platin-Kieselsiure-Katalysator Nr. 17*) hydriert. Die Wasserstoff- 
aufnahme betrug nach 20 Stunden 1520 ccm (18°, 766 mm), entsprechend 
0.95 Molen, und war damit véllig zum Stillstand gelangt. Um das teil- 
weise auskrystallisierte Hydrierungsprodukt zu lésen, wurde kurz auf- 
cekocht, vom Katalysator heiB abgenutscht und durch vorsichtigen Zusatz 
von Wasser die 4°-Tetrahydro-o-toluylsiure ausgefillt. Ausbeute 
8.5 ¢, die nach 1 maligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Eisessig bei 
105° schmolzen. Der Mischschmelzpunkt mit dem nach A. dargestellten 
Produkt lag bei derselben Temperatur. 


Abbau von /4°-Tetrahydro-o-toluylsaure mit Ozon. 1,4¢ 4°-Tetra- 
hydro-siure wurden in 50 cem Essigester erschépfend ozonisiert. Nach 
dem Abdampfen des Lésungsmittels i. V. bei gewéhnlicher Temperatur 
wurde der Riickstand mit 35 cem 3°/,igem Wasserstoffperoxyd 3 Stunden 
unter RiickfluB gekocht, i. V. zur Trockne verdampft und der sirupése 
Riickstand mit Ather angerieben, wonach er nach einigem Stehen im Eis- 
schrank teilweise erstarrte. Das auf Ton getrocknete Rohprodukt wurde 
unter 1mm _ bei 140—150° destilliert und schmolz dann bei 55°. Aus- 
beute 0,9 g. 

Zur weiteren Identifizierung und Reinigung wurde die rohe «- Methy1- 
adipinsiure in ihr Di-anilid tibergefiihrt. 0,44 g¢ Siiure wurden mit 
Thionylehlorid in tiblicher Weise in das Siiurechlorid verwandelt und 
dieses unter Aceton—Kohlensiiure-Kiihlung in 2cem frisch destilliertes 
Anilin eingegossen. Nach Lésen der tiberschiissigen Base in verdiinnter 
Salzsiiure hinterblieben 0,77 g Di-anilid der a-Methyl-adipinsiure, 
die nach 1maligem Umkrystallisieren aus 50°/,igem Alkohol bei 174,5° 
schmolzen. Der Mischschmelzpunkt mit einem aus «-Methyl-muconsiiure ") 
durch Hydrierung gewonnenen Priparat lag bei der gleichen Temperatur. 


3,710 mg Subst.: 9,99 mg CO,, 2,40 mg H,0. 


C,,H,,0.N, (810,2) Ber. C 73,44 H 7,24 
Gef. ,, 73,50  ,, 7,20. 


A°-Tetrahydro-o-toluylsiure-amid. 386 ¢ 4°-Tetrahydro-siure 
wurden mit 25eem Thionylchlorid p.A. auf dem Dampfbad bis zur 
Beendigung der Gasentwicklung erwirmt und das iiberschiissige Thiony]- 
chlorid i. V. bei 50—60° entfernt. Man tropfte das rohe Sdurechlorid unter 
Eiskiihlung und gutem Riihren langsam in 250 cem konzentriertes 
Ammoniak, rihrte noch 1 Stunde weiter und nutschte das ausgefallene 
Siureamid ab. Nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen auf Ton 
wurde aus Essigester-Petrolither umkrystallisiert, wobei das 4°-Tetra- 
hydro-o-toluylsiure-amid schlieBlich in feinen Nidelchen yom Schmelz- 
punkt 142° erhalten wurde. Ausbeute 17 g. 


3,930 mg Subst.: 0,223 cem N, (23°, 755 mm). 
C3H,,ON (139,1) Ber. N 10,07 Gef. N 10,10. 


*) Bezogen von der Membran-Filter-Ges., Gottingen. 
“) R. Kuhn u. J. Michel, Ber. chem. Ges. 71, 1119 (1938). 
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cis -Hexahydro-o-toluylsaure. 40 ¢ Dihydro-o-toluylsiiure 
wurden in 200 cem reinem Methanol gelést und mit 20 g eines Nickel- 
Fullererde-Katalysators im Schiittelautoklaven hydriert. Die Tem- 
peratur betrug 100—120°, der Anfangsdruck 125 atii; nach 40 stiindiger 
Hydrierung noch 110 atii. Nach dem Erkalten und Offnen des Autoklaven 
wurde der Katalysator durch Abnutschen entfernt und die Methanollésung 
zur Verseifung des gebildeten Esters 1 Stunde mit 20g Kaliumhydroxyd 
unter Riickflub gekocht. Nach Abdestillieren des Alkohols wurde der 
Riickstand in 500 cem Wasser aufgenommen, filtriert und durch Ausschiitteln 
mit Ather von geringen Mengen neutraler Anteile befreit. Die durch An- 
siiuern mit 10°/,iger Schwefelsiiure in Freiheit gesetzte Siure wurde in 
Ather aufgenommen, tiber Chlorealcium getrocknet und nach Abdestillieren 
des Athers i. V. fraktioniert, wobei 27,5 ¢ zwischen 124—126°/12 mm iiber. 
gehen. Bei mehrtigigem Aufbewahren im Eisschrank scheidet das Roh- 
produkt noch geringe Mengen p-Toluylsiiure ab. Nach dem Absaugen 
fraktionierte man nochmals i. V. mit Widmerspirale, wobei die Hauptmenge 
der cis-Hexahydro-o-toluylsiure vdéllig konstant bei 124°/11 mm 
siedete. 


cis-Hexahydro-o-toluylsaure-amid. 80 ¢ Hexahydro-o-toluy! 
siiure wurden mit 20cem Thionylcehlorid auf dem Wasserbad bis zum 
Aufhéren der Gasentwicklung erhitzt und der Riickstand i. V. bei 60° von 
iiberschiissigem Siiurechlorid befreit. Man lieS unter gutem Riihren und 
Eiswasserkiihlung das Siurechlorid tropfenweise in 200 cem konzen- 
triertes Ammoniak einflieBen und riihrte dann noch '/, Stunde weiter. 
Nach mehrstiindigem Stehen im Eisschrank wurde abgesaugt und mit 
kaltem Wasser gewaschen. Ausbeute 26,7 ¢g. Nach 2 maligem Umkrystalli- 
sieren lagen glinzende Blittchen vom Schmelzp. 151—152° vor. In der 
Literatur’) ist fiir das reine cis-Amid ein Schmelzpunkt von 153° an- 
gegeben. 


1,447 mg Subst.: 0,121 cem N, (20°, 758 mm). 


C.,H,,ON (141,1) Ber. N 9,93 Gef. N 9,72. 


B. Isolierung der Stoffwechselprodukte aus dem Harn 


Der mit dem Spiilwasser der Kiifige vereinigte Harn der Versuchs- 
tiere wurde mit Aluminiumoxyd versetzt, abzentrifugiert, i. V. auf 150 bis 
200 ccm eingeengt und von den ausgeschiedenen Salzen wieder durch Ab 
zentrifugieren getrennt. Die Siiureamid-Harne wurden nunmehr unter Zu- 
satz von etwas Alkohol, um die Emulsionsbildung zu verringern, in kon- 
tinuierlich arbeitenden Extraktoren erschépfend mit Ather ausgezogen. 
Dann wurde mit 2n-Salzsiiure kongosauer gemacht und die eventuell aus- 
fallenden Niederschliige abzentrifugiert. Nunmehr wurde nochmals mit 
Ather erschépfend extrahiert. Die yon der Verfiitterung der freien Siiure 
stammenden Harne wurden sofort sauer extrahiert. Auf diese Weise er 
hielten wir jeweils 2 bzw. 3 Hauptfraktionen: Neutralextrakt, Siurefiilluns 
und saurer Extrakt, deren weitere Verarbeitung bei den einzelnen Sub- 
stanzen beschrieben wird. 


15) N. Zelinsky, Ber. chem. Ges. 41, 2680 (1908). 
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1. Verfiitterung von 4*°-Dihydro-o-toluylsaure. 24¢ Siiure wurden 
als Natriumsalz gleichzeitig an 2 Kaninchen in tiiglichen Dosen von 2 mal 
je 0,5—2 g verabreicht. Versuchsdauer 6 Tage, Harnmenge 980 cem. Die 
Substanz wird schlecht vertragen; die Tiere fressen nicht mehr, werden 
teilaahmslos und magern stark ab. 

Die Siurefiillung stellt einen braunen, schmierigen Niederschlag dar, 
der mit Alkohol und Ather ausgezogen wurde. Der Extrakt wurde mit 
wibriger Bicarbonatlésung behandelt, die darin unléslichen Anteile durch 
erschépfende Atherextraktion entfernt _und nach dem Ansiuern mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure die Siiuren in Ather aufgenommen und der Ather 
auf dem Dampfbad vollstiindig entfernt. Das zuriickbleibende ziihe Ol 
war in wenig Ather nicht mehr restlos lislich; der lisliche Anteil (6,5 g) 
krystallisierte nach Verdampfen des Athers und lingerem Stehen im Eis- 
schrank gréBtenteils. Die bei 45—46° schmelzenden Krystalle wurden zur 
weiteren Reinigung i. Hochv. sublimiert; bei 80—90°/0,01 mm sublimierten 
6¢ vom Schmelzp. 59°. Nach 1 maligem Umkrystallisieren aus Methanol 
schmolz die 4*°-Dihydro-o-toluylsiure bei 60° Mischschmelzpunkt 
bei derselben Temperatur. 


6,383 mg Subst.: 4,58 cem n/100-NaOH. 
C,H, 0, (138,1) Ber. Aqu.-Gew. 138 Gef. Aqu.-Gew. 139. 


Aus dem sauren Extrakt erhielt man nach Verdampfen des Athers auf 
ein kleines Volumen 4,5 g briiunliche Krystalle, die nach Sublimation i. V. 
und 1maligem Umkrystallisieren aus Wasser bei 100—101° schmolzen. 
Mischschmelzpunkt mit o-Toluylsiure 100—101°. 


1,944 mg Subst. + 7,8 mg PtO, in 2 cem Eisessig hydriert; Endwert 
nach 140 Minuten. 
C,H,O, (136,1) Ber. [| 3,00 Gef. { 3,01. 


Aus der iitherischen Mutterlauge der 1. Krystallisation wurden 2 ¢ 
Ol erhalten, die nach wiederholter Destillation und Abtrennung des jeweilig 
krystallisierenden Anteils schlieBlich noch 100 mg o-Toluylsiiure lieferten. 


2. Verfiitterung von 4*°-Dihydro-o-toluylsaure-amid. Gefiittert 
wurden 21g in wiiBriger Aufschlemmung gleichzeitig an 2 Kaninchen in 
tiglichen Dosen von 2mal je 0,5—0,8 g. Versuchsdauer 9 'l'age. Harnmenge 
1000 eem. Die Tiere fressen schlecht und sehen stark angegriffen aus. 

Der Neutralextrakt lieferte 6 g Rohél, aus dem durch wiederholte 
traktionierte Hochvakuumdestillation bei 0,05 mm und schlieBlichem Um- 
krystallisieren der festen Anteile aus Benzol 800 mg o-Toluylsiureamid 
gewonnen wurden. Schmelzp. 188—139°. Mischschmelzpunkt mit einem 
Vergleichspriparat ohne Depression. 

3,990 mg Subst.: 10,389 mg CO,, 2,32 mg H,O. — 4,119 mg Subst.: 
0,364 cem N, (21°, 760 mm). 

C,H,ON (135,1) Ber. C 71,06 H 6,75 N 10,37 
Gef. ,, 71,02 5 6,50 5» 10,26. 


Die Siiurefillung stellte einen schleimigen schmierigen Niederschlag 
Gar, der nach dem Trocknen auf Ton 5 g wog. Irgendwelche definierten 
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Substanzen konnten daraus nicht gewonnen werden. Der saure Atherauszug 
hinterlieB ein sehr ziihes Ol, das bei dem Versuch, es i. Hochy. zu destil- 
lieren, zum gréBten Teil verharzte. 


3. Verfitterung von czs-4°-Tetrahydro-o-toluylsaure. 2 Kaninchen 
erhielten gleichzeitig 24 g Siiure in tiglichen Dosen von 2 mal je 1g. Ver- 
suchsdauer 6 Tage, Harnmenge 750 ccm. Die Substanz wurde schlecht 
vertragen. 

Der saure Atherextrakt wurde fraktioniert i. Hochv. destilliert. Aus 
14 g Roh6l wurden so 7 g einer zwischen 85— 100°/0,1 mm siedenden Fraktion 
erhalten. Man behandelte das ziihe Ol mit Natriumbicarbonatlisung und 
trennte die darin nicht lislichen Anteile durch Extraktion mit Ather ab. 
Nach dem Ansiiuern wurden 2,5 g eines diinnfliissigen Ols erhalten, aus 
dem sich nach erneuter Rohvakuumdestillation und Aufbewahren des Destil- 
lats im Eisschrank langsam die 4°-Tetrahydro-o-toluylsiure in pris- 
matischen Krystallen abschied. Durch erneute Destillation der jeweils an- 
fallenden Mutterlauge konnten schlieBlich 800 mg erhalten werden, die 
nach 1 maligem Umkrystallisieren aus Eisessig bei 104° schmolzen und im 
Mischschmelzpunkt mit synthetisch dargestellter Siure keine Depression 
zeigten. 


3,790 mg Subst.: 9,50mg CO,, 2,81mg H,O. — 1,244 mg Subst. 
+ 7,0 mg PtO, in 2 eem Eisessig hydriert; Endwert nach 15 Minuten. 


C,H,,0, (140,1) Ber. C 68,52 H 8,63 F 1,00 
Gef. ,, 68,36 »» 8,39 r 1,05. 


- Das nach mehrfacher Vakuumrektifikation nicht mehr krystallisierende 
Ol (3,5 g) erwies sich nach den Analysendaten als eine Tetrahydro-o-toluy]siiure. 


8,975 mg Subst.: 10,03 mg CO,, 3,01 mg H,0. 
Gef, C 68,81 H 8,47. 


Durch Kochen mit 40°/, iger Kalilauge wurde die 6lige Sfiure quanti- 
tativ in 4°-Tetrahydro-o-toluylsiure vom Schmelzp. 105° umgelagert. Is 
handelt sich somit bei dieser Fraktion um unverindertes Ausgangs- 
material. 


4. Verfutterung von cis-4°-Tetrahydro-o-toluylsdure-amid. 14¢ 
Siiureamid wurden gleichzeitig an 2 Kaninchen in tiglichen Dosen von 
2mal je 0,5—0,8 g gefiittert. Versuchsdauer 5 Tage, Harnmenge 800 ccm. 
Die Substanz wurde ziemlich schlecht vertragen. 

Der nach dem Einengen i. V. sauer reagierende Harn wurde direkt 
mit Ather extrahiert und lieferte 2 ¢ Rohél, das bei 0,05 mm fraktioniert 
wurde. Die zwischen 90—110° iibergehenden Anteile erstarrten teilweise 
zu Nadeln, die nach dem Umkrystallisieren aus verdiinnter Essigsiiure bei 
105° schmolzen und im Mischschmelzpunkt mit 4°-Tetrahydro-o-toluy!- 
siiure keine Depression zeigten. Ausbeute 250 mg. 


1,546 mg Subst. + 7,7 mg PtO, in 2 cem Fisessig hydriert; Endwert 
nach 25 Minuten. 


Ber. fF 1,00 Gef. [ 0,95. 
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Der aus dem Harn bei kongosaurer Reaktion gewonnene Atherextrakt 
lieferte nach der Vakuumdestillation 4,6 g eines farblosen ziihen Ols, das 
zwischen 80—100°/0,08 mm destillierte. Durch kurzes Kochen mit 40 01 5 igem 
Alkali lagerte es sich glatt in die bei 104° schmelzende 4°-Tetrahydro- 
o-toluylsiure um und erwies sich somit als 4°-Tetrahydro-o-toluyl- 
siure. 

5. Verfitterung von cis-Hexahydro-o-toluylsaure. 20g Siiure wurden 
als Natriumsalz in wiBriger Losung an 2 Kaninchen gleichzeitig in tiglichen 
Mengen von 2 mal je 0,5—1,5 g verabfolgt. Versuchsdauer 4 Tage, Harn- 
menge 800 ecm. Die Substanz wird gut vertragen. 

Der Riickstand des sauren Atherextraktes wurde mit Natriumbicarbonat- 
lisung aufgenommen, die Neutralanteile durch a nde Extraktion mit 
Ather entfernt und nach dem Ansiiuern mit 10°/,iger Schwefelsiure das Ol 
. Hochy. destilliert. Zwischen 98—105°/1 mm gingen 8,6 g Hexahydro- 
tli iiber. Da sich das Rohprodukt als nicht ganz bestiindig 
gegen Brom und Permanganat erwies und keine stimmenden Analysenzahlen 
lieferte, wurde es zu Reinigung und Identifizierung in das Anilid iiber- 
aie: 

,5 g Siiure wurden mit iiberschiissigem Thionylchlorid '/, Stunde auf 
dem W asserbad unter RiickfluB erhitzt, das nicht umgesetzte Titenplebionia 
i. V. verjagt und der Riickstand in Ather aufgenommen. Die ‘itherische 
Siurechloridlésung lie8 man langsam in itiberschiissiges, frisch destilliertes 
Anilin unter starker Kiihlung eintropfen. Nach einstiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur wurde vom ausgeschiedenen Anilin—Chlorhydrat ab- 
vetrennt und das nach Verdampfen des Athers hinterbleibende Rohprodukt 
auf ‘lon getrocknet. Wir reinigten es durch Extrahieren mit Ligroin im 
Soxleth-Apparat und schlieBliches Umkrystallisieren aus verdiinntem Eis- 
essig, wobei wir das Anilid in langen Nadeln vom Schmelzp. 151° 
erhielten. 


3,810 mg Subst.: 10,83 mg CO,, 3,01 mg H,0. 
C,,HigON (217,2) Ber. C 77,35 H 8,84 
Jef. ,, 77,52 , 8,84 


6. Verfiitterung von c/s-Hexahydro-o-toluylsaure-amid. Gefiittert 
wurden gleichzeitig an 2 Kaninchen 14 g Amid in tiiglichen Mengen von 
2 mal je 0,5—0,8 g. Versuchsdauer 5 Tage, Harnmenge 900 ccm. 

Aus dem neutralen Atherextrakt konnten keine definierten Substanzen 
erhalten werden. Der saure Atherextrakt lieferte 8 g Rohél, die bei der 
Fraktionierung i. Hochy. 4 g cis- Hexahydro-o-toluylsiure vom Siede- 
punkt 0,01/80—90° ergaben. Zur Identifizierung wurde die Siure in gleicher 
Weise, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, in das Anilid iibergefiihrt. 


3,845 mg Subst.: 10,86 mg CO,, 3,02 H,0. 
Gef. C 77,03 H 8,79. 


_ 4. Verfiitterung von 4°-Tetrahydro-o-toluylsaure-amid. An 
2 Kaninchen wurden gleichzeitig 20 g Amid in tiglichen Dosen von 2mal 


je 0,5—1,0 g gefiittert. Versuchsdauer 6 Tage, Harnmenge 1200 ccm. Die 


Substanz wurde besser als die anderen Amide vertragen. 
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Die neutralen Atherextrakte lieferten 7g Rohél, das bei der Frak. 
tionierung i. Hochv. aus der bei 100°/0,05 mm itibergehenden Fraktion 
Krystalle adiaae. Durch wiederholte Sublimation der Mutterlaugen und 
Abtrennung der jeweils krystallisierenden Anteile wurden schlieBlich ins- 
gesamt 500mg Krystalle erhalten. Nach hiufig wiederholtem Umkrystalli- 
sieren aus Benzol, verdiinntem Alkohol und Wasser konnte der Schmeiz- 
punkt von 123° schlieBlich auf 186—138 gebracht werden. Die Substanz 
krystallisierte in Nadeln, die sich bei liingerem Stehen an der Luft unter 
Gelbfiirbung in ein klebriges Harz verwandeln. Nach der Analyse liegt 
das Amid einer Dihydro-o-toluylsiure vor. 


3,805 mg Subst.: 9,77 mg CO,, 2,69 mg H,O. — 3,115 mg Subst.: 
0,272 ecm N, (22°, 753 mm). — 1,037 mg Subst. + 8,0 mg PtO, in 2 cem 
Eisessig hydriert; Endwert nach 40 Minuten. 

C.H,,ON (137,1) Ber. C 70,02 H 810 N 10,02 /[ 2,00 
Gef. ,, 70,03 ,, 7,91 4, 1002 f[ 2,20. 


Aus den sauren Extrakten und der Siurefillung konnten wir keine 
definierten Substanzen gewinnen. 
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Untersuchung’ eines lithocholsdurehaltigen Konkrementes 
aus der Gallenblase eines Schweines 
55. Mitteilung zur Kenntnis der Gallensaiuren 
Von 
Martin Schenck 


Mit 1 Tafel 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinadr-physiologischen Instituts 
der Universitit Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Oktober 19388) 


Gallensiiuren als Konkrementbestandteile finden sich in Gallen- 
steinen und in Magen-Darmsteinen. Gallensiurehaltige Magen- 
Darmkonkremente scheinen selten vorzukommen, wenigstens liegen 
in dem Schrifttum, soweit mir bekannt, nur spiirliche Angaben 
daritber vor. K. A. H. Mérner und J. Sjéqvist sind wohl die 
ersten gewesen, die solche Konkremente untersuchten'). Ks handelte 
sich um 9 ,nuS8mandelgroBe* und 3—4 kleinere Steine, die im 
Jejunum einer 34jihrigen, an chronischer stenosierender Darm- 
tuberkulose leidenden Frau gefunden wurden. Die Untersuchung 
dieser Steine ergab, da sie zu 3/, aus Choleinsiure bestanden, 
wiihrend in geringer Menge freie Fettsiiuren, Cholesterin, Bilirubin 
und Mineralstoffe zugegen waren. — Ein weiterer beim Menschen 
gefundener Choleinsiurestein ist von H.S. Raper’) beschrieben 
worden. Das etwa walnuBgroBe Konkrement hatte zu DarmverschluB 
veftihrt und war aus dem Jejunum operativ entfernt worden. Die 
Untersuchung lieB als wesentlichsten Bestandteil freie Cholein- 
siiure (72,5°/,) erkennen, auBerdem fanden sich Fettsiuren, Neutral- 
lett und unverseifbare Bestandteile, sowie Nahrungsreste vor. — 
Kin dritter hierher gehériger Fall ist von C. Th. Mérner’*) mit- 
veteilt worden. Hier handelte es sich um eine iltere Frau, die 
an diffuser Peritonitis, verursacht durch Darmstein mit Ileus“ 
sestorben war. Eine im letzten Stadium der Erkrankung vor- 


. ') Hygiea (Schwed.), Festband 1908, Teil 1, Nr. 19, zitiert nach 
U.Th. Mérner, Diese Z. 130, 31 (1923). 
*) Biochemie. J. 15, 49 (1921). aa. O., B 84, 
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genommene Operation férderte einen Enterolith von der Grife 
eines Hiihnereies zutage. Die in Alkohol lésliche, etwa %/, des 
Gesamtgewichts des Konkrementes bildende organische Substanz 
bestand aus Choleinsiure, daneben waren in ganz unbedeuten- 
der Menge freie héhere Fettsiiure, sowie Spuren von Cholesterin 
und Bilirubin zugegen. Der in Alkohol unlésliche Rest des Steines 
enthielt in der Hauptsache amorphen, proteinreichen Detritus und 
mineralische Bestandteile, unter den letzteren Zink in auffallend 
sroBer Menge. — In der 12. Mitteilung dieser Reihe*) habe ich 
ein merkwiirdiges, hierher gehériges Konkrement beschrieben, das 
aus dem Labmagen einer Ziege stammte. Der Stein, der in der 
angefiihrten Mitteilung auch abgebildet ist, enthielt etwa 75°) 
Cholsaiure und 5°/, Choleinsiure, beide Siuren in freier Form. 
Freie héhere Fettsiiure und Cholesterin waren nur in sehr geringer 
Quantitiit vorhanden, unveriinderter Gallenfarbstoff lieB sich nicht 
mit volliger Sicherheit nachweisen. Der Rest des Konkrementes 
bestand aus amorphen Substanzen, darunter pflanzliches Material 
und Asche. Das zahlenmifige Verhiiltnis von Choleinsiure zu 
Cholsiiure war also in dem Labmagenstein ungefiihr 1:15, wihrend 
ich es in der verseiften Ziegengalle etwa wie 1:10 fand?), — 
Ein eigenartiges Konkrement ist auch von P. Brigl und O. Bene- 
dict untersucht worden’), Der Stein stammte aus dem Magen 
eines Sumpfbibers (Myocastor coypus; Nutria) und bestand in seinem 
Innern aus Futterresten, um die sich eine geschichtete Schale aus 
eroBtenteils krystallisiertem Material gelegt hatte. Diese ‘uBere 
Schale erwies sich als rein organisch. Neben kleineren Mengen 
eines blaugriinen Farbstoffes (vermutlich ein Gallenfarbstoff) lie! 
sich als Hauptbestandteil eine freie gekuppelte Gallensiure, dic 
Nutria-Glykocholsiure nachweisen. Bei der Spaltung der 
gekuppelten Siure entstand neben Glykokoll die mit der gewdlin- 
lichen Cholsiiure isomere Nutria-Cholsiiure. Nutria-Glykocholsiiure 
konnte von den genannten Autoren auch aus der Galle des Sump- 
bibers gewonnen werden. — SchlieBlich ist noch ein Konkrement 
zu erwihnen, das von Gunnar Blix untersucht wurde*). Der 


1) Diese Z. 145, 1 (1925). Vgl. auch M. Schenck, Uber orientalische 
Bezoarsteine und verwandte Konkremente, Baum-Festschrift, 8.285, Hannover, 
M. u. H. Schaper, 1929. 

*) Diese Z. 145, 100 (1925). 

3) Diese Z. 220, 106 (1933). 

*) Acta chir. seand. (Schwd.) 76, 25 (1935), zitiert nach Chem. Z. 1939, 
II, 1391. 
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Untersuchung eines lithocholsiurehaltigen Konkrementes usw. 16] 


Diinndarmstein (anscheinend vom Menschen) enthielt 58°/, Calcium- 
oxalat, 11°/, Choleinsiure und 1,4°/, Zinksulfid. — Beziiglich 
der Frage nach der Genese der gallensiiurehaltigen Magen-Darm- 
steine ist auf die angefiihrten Arbeiten zu verweisen, nur das 
eine sei hier betont, daB solche Konkremente primiir im Magen- 
Darmkanal sich bilden kénnen, daB aber auch die Méglichkeit 
besteht, da’ ein Gallenstein in den Darm gelangt, hier weiter 
wichst“ und so einen Darmstein liefert. 

Was die Gallensteine anbetrifft, deren Bildungsstiitte also 
Gallenwege bzw. -blase sind, so hat man auch in ihnen Gallen- 
siuren oder gallensaure Salze aufgefunden. Es scheinen diese 
Siiuren oder ihre Salze, wenn nicht regelmiBige, so doch hiufige 
Bestandteile der Gallensteine zu sein, wenn ihre Menge mitunter 
auch vielleicht nur gering ist, isoliert und identifiziert worden 
sind sie freilich nur in wenigen Fillen. W. Kiister’) hat zuerst 
aus Rindergallensteinen Desoxycholsaiure gewonnen, die in den 
Steinen im wesentlichen wohl als Calciumsalz enthalten war. Bald 
darauf entdeckte H. Fischer?) bei der Verarbeitung einer Partie 
von Rindergallensteinen bestimmter Herkunft eine neuartige Gallen- 
siiure, Lithocholsiure, die sich in den Konkrementen ebenfalls 
nicht als freie Siure, sondern als Salz vorfand. AuBer dem einzigen 
Mal bei der Auffindung hat H. Fischer bei der Verarbeitung 
von Rindergallensteinen die Siure nie mehr in die Hinde be- 
kommen’). Dagegen fand er wenig spaiter gemeinsam mit P. Meyer‘) 
in Rindergallensteinen freie Choleinsiure in kleiner Menge (0,5 °/,). 
Freie Desoxycholsiure hat E. Salkowski®) in menschlichen 
Gallensteinen nachgewiesen (untersucht wurde ein Gemisch von 
Cholesterinsteinen und Farbstoffsteinen). SchlieBlich ist noch auf 
eine kurze Bemerkung von W. Kiister und O. Hérth®) hinzuweisen, 
aus der hervorgeht, dai sie Hyodesoxycholsaure in Gallen- 
steinen vom Schwein nachgewiesen haben, niihere Angaben iiber 
die betreffende Untersuchung habe ich nicht finden kénnen. — Die 
Frage nach der Entstehung der Gallensteine ist in dem Schrift- 
tum oft erértert worden, es ist nicht der Zweck der vorliegenden 
Mitteilung, auf diese Frage einzugehen. 

Vor kurzem hatte ich Gelegenheit, ein eigenartiges Konkrement 
zu untersuchen, das aus der Gallenblase eines Schweines stammte 


') Diese Z. 69, 463 (1910). *) Diese Z. 75, 234 (1911). 
| H. Wieland u. P. Weyland, Diese Z. 110, 123 (1920). 
‘) Diese Z. 76, 95 (1911/12). 5) Diese Z. 98, 25, 281 (1916/17). 


| Ber. chem. Ges. 61, 811 (1928). 
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und mir vom Stadtischen Schlachthof Grimma zugesandt wurde, 


Herr Schlachthofdirektor Dr. Schmidt, Grimma, dem ich auch 
an dieser Stelle fiir die Ubersendung des seltenen Gebildes meinen 
besten Dank sagen miéchte, teilte mir mit, daB das Konkrement 
urspriinglich, da es die ganze Gallenblase einnahm, eiférmig ge- 
wesen wire, daB es beim Liegen an der Luft am niachsten Morgen 
infolge von Austrocknung eine Menge Risse und Spriinge gezeizt 
habe und von Tag zu Tag mehr zerbréckelte. Als das Konkrement 
in meine Hinde gelangte, war es bereits stark zerbréckelt, immer- 
hin waren noch eine ganze Anzahl gréBerer Bruchstiicke vorhanden, 
von denen zwei auf der beigegebenen Tafel I, 3fach vergréBert, 
abgebildet sind. Die Oberfliche des Solitirsteins war verhiltnis- 
miBbig glatt und gelbrot-schwarzgriin-scheckig gefarbt. Die etwa 
5 mm dicke Schale zeigte, wie auf der Tafel I zu sehen ist, deut- 
liche Schichtung; auf‘der Innenfliche der Schale fanden sich 
platten- oder héckerférmige, keine zusammenhingende Schiclit 
bildende Auflagerungen. Das Innere des Gebildes war vermutlich 
von einer grobkérnigen Konkrementmasse erfiillt, der wohl auch 
wasserlisliche Gallenbestandteile mechanisch anhaften mochten 
(vgl. unten). Das Gesamtgewicht des (nicht getrockneten) Kon- 
krementes betrug 32,7 g. Das hauptsichlichste Ergebnis der 
chemischen Untersuchung war, daB in der Steinbildung eine Gallen- 
siure sich fand (im wesentlichen als Kalksalz), die nach ihren 
Eigenschaften und Reaktionen nur Lithocholsaure sein konnte. 
Lithocholsiiure ist, wie bereits oben erwihnt, von H. Fischer 
entdeckt worden, H. Wieland und P. Weyland!) haben sie dann 
als normalen Bestandteil der Rindergaile nachgewiesen. Aus 
100 kg gewannen sie rund 1 g Lithocholsiure, sehr viel mehr ist 
nach ihrer Ansicht nicht darin enthalten, sicherlich nicht melir 
als 2g. Spiter haben H. Wieland und R. Jacobi?) Lithochol- 
siure auch in der menschlichen Galle gefunden, aus 20 Liter 
Leichengalle wurden 0,6 g Lithocholsiure isoliert, ein Mehrfaches 
davon diirfte aber nach Ansicht der genannten Autoren der Aus- 
bringung entgangen sein. SchlieBlich hat S. Kishi) Lithochol- 
siiure aus Kaninchengalle, und zwar in ziemlich groBer Menge 
(0,4 g aus 900 ccm) gewonnen. Nach L. Ruzicka und M. W. Gold- 
berg“) entspricht die natiirlich vorkommende Lithocholsiure hin- 
sichtlich der sterischen Konfiguration am C-Atom 3 (vgl. Forme! I\) 





1) Diese Z. 110, 123 (1920). 7) Diese Z. 148, 232 (1925). 
3) Diese Z. 238, 213 (1936). 
‘) Helvet. chim. Acta 18, 668 (1935). 
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dem Epikoprosterin. Die dem Koprosterin entsprechende §-3-Oxy- 
cholansiiure (@-Lithocholsiure) ist in der Natur noch nicht 
beobachtet, aber kiinstlich dargestellt worden [K. Fernholz}), 
F. Reindel und K. Niederlander’), K. Yamasaki und K. Kyo- 
voku’)]. — Es sei hier auch daran erinnert, da eine isomere 
Lithocholsiure unbekannter Konstitution (,,[solithocholsiure“) von 
T. Hosizima, H. Takata, Z. UrakiundS. Shibuya‘) aus Hiihner- 
galle, in der sie gekuppelt mit Taurin als Tauroisolithocholsdure 
vorkommt, isoliert wurde. 

In der Schweinegalle ist meines Wissens Lithocholsiure bis 
jetzt noch nicht aufgefunden worden, dagegen hat man 3 andere 
spezifische Séuren aus Schweinegalle isoliert. Von diesen ist am 
langsten bekannt die Hyodesoxycholsiure, die von A. Windaus 
und A. Bohne®) in reinem Zustand gewonnen und untersucht und 
yon A. Windaus*) und Mitarbeitern als 3,6-Dioxycholansiure 
erkannt wurde’). Die raumliche Anordnung des Hydroxyls am 
C-Atom 8 in der Hyodesoxycholsiiure ist die der a@-Konfiguration 
(Formel I), denn durch partielle Oxydation und darauf folgende 
Umlagerung haben H. Wieland und EK. Dane’) aus Hyodesoxy- 
cholsiure @-3-Oxy-6-keto-allocholansiure erhalten. (@-3-Oxy- 
6-keto-allocholansiure wurde von H. Wieland, E. Dane und 
C. Martius®) bereitet.) — e-3-Oxy-6-keto-allocholansiure ist auch 
in der Schweinegalle gefunden worden. E. Fernholz?®), der sie 
isolierte, glaubt aber, daB sie in der Schweinegalle nicht in der 
Allo-Form, sondern als Derivat der Cholansiure enthalten ist 
(Formel II). — Die dritte aus Schweinegalle gewonnene spezifische 
Siure ist von T. Kimura?) aufgefunden worden, sie unterscheidet 
sich von der a@-Hyodesoxycholsiiure nur durch die sterische Kon- 
figuration am C-Atom 3 und wird deshalb von Kimura als 
6-Hyodesoxycholsiure bezeichnet (III). — Was nun die raiumliche 
Anordnung der Liganden an C* der natiirlich vorkommenden 
Lithocholsiure anbetrifft, so haben sich in dieser Hinsicht ,,Ent- 
sprechungen“ feststellen lassen zwischen «-Hyodesoxycholsiure 


') Diese Z. 232, 98 (1935). *) Ber. chem. Ges. 68, 1243 (1935). 

*) Diese Z. 235, 43 (1935). 4) J. of Biochem. 12, 393 (1931). 

*) Liebigs Ann. 433, 278 (1923). 

*) Liebigs Ann. 447, 233 (1926); Diese Z. 213, 179 (1932). 

‘) Auch in der Wildschweingalle findet sich Hyodesoxycholsiure und 
zwar — wie in der Galle des Hausschweines — gekuppelt mit Glykokoll: 
S. Shibuya u. T. Miki, Diese Z. 206, 279 (1982). 

*) Diese Z. 212, 41 (1932). %) Diese Z. 215, 15 (1933). 

”) Diese Z. 232, 202 (1935). 11) Diese Z. 248, 280 (1937). 
11* 
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und Epicholestanol einerseits [E. Fernholz’)], zwischen Lithochol- 
siure und Epikoprosterin (vgl. oben) andererseits (in diesen Fiillen 
also epi = «). Der Lithocholsiure kann somit das Symbol IV, der 
oben erwiihnten (kiinstlich dargestellten) #-Lithocholsiiure die 
Strukturformel V zuerteilt werden. — Da die in dem Gallenblasen- 
konkrement aufgefundene Lithocholsiiure kaum als Produkt eines 
bei der Steinbildung sich abspielenden pathologischen Prozesses 
anzusehen ist — ebensowenig wie dies bei der von H. Fischer 
aus Rindergallensteinen isolierten Lithocholsiure der Fali ist 
wird die genannte Gallensiure, wenn auch vermutlich nur in sehr 
kleiner Menge, ein normaler Bestandteil der Schweinegalle sein, 
sei es nun, daB sie sich hier als solche d.h. als spezifische 
Gallensiiure oder, was wahrscheinlicher ist, gekuppelt mit Glykokoll 
oder Taurin findet. Es besteht die Absicht, ihre Anwesenheit in 
der Schweinegalle nachzuweisen. 


| | 
CH, CH, CH CH, CH, CH 


i i a a4 
I ‘thee y CH 7 CH : * 
| 
HOCH CH CH, HOCH CH CH, 
(3) (6) aaa” — @ 
CH, CHOH CH, O 
«-Hyodesoxycholsiure «-3-Oxy-6-keto-cholansiiure 
| | 
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CH, C CH : CH, 
oe | — ae 
HCOH CH CH, HOCH CH CH, 
CH, CHOH CH, CH, 
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| | 
CH, CH, CH CH, CH, CH 
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Die Untersuchung des Konkrementes gestaltete sich folgendermaben. 
Da damit zu rechnen war, daB der Konkrementmasse wasserlésliche Gallen- 


') Ber. chem. Ges. 67, 2023 (1934). 
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bestandteile mechanisch anhafteten (vgl. oben), wurde das fein gepulverte 
Material mit Wasser (5 g mit 100 ccm) ausgekocht und der Riickstand mit 
heiBem Wasser ausgewaschen. Das griin gefiirbte Filtrat (mit Wasch- 
wasser) siiuerte man nach dem Erkalten mit Salzsiiure an, wobei eine grau- 
vriine, flockige Fillung auftrat, die sich bei lingerem Stehen gut absetzte. 
Sie wurde abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Da sie sich nicht in 
krystallisierte Form bringen lie8, ist sie zunichst nicht weiter untersucht 
worden. Das mit Wasser ausgekochte und gewaschene Pulver trocknete 
man bei etwa 100°, Der Gewichtsverlust gegeniiber dem urspriinglichen 
Material, das nicht getrocknet worden war, betrug etwa 20°/,, wovon 
6,5°/, auf Wasserverlust zu setzen sind. Nach der Behandlung mit sieden- 
dem Wasser usw. und nach dem Trocknen wurde das Steinpulver noch- 
mals fein zerrieben. Es ist auf verschiedene Weise versucht worden, aus 
dem Material eine krystallisierte Substanz herauszuholen; nach mancherlei 
Hin- und Herprobieren erwies sich das folgende Verfahren als zweckmiibig. 
Das Steinpulver wurde mit groBen Mengen Alkohol (94°/,ig, mit 1 °/, 
Petrolither vergiillt) in einzelnen Portionen auf dem Dampfbad ausgekocht, 
und zwar behandelte man 4 g Steinpulver in dieser Weise 50 mal mit je 
100 ceem Alkohol. Es wurden dabei 96°), des Pulvers von dem Alkohol 
aufgenommen und selbst der Rest enthielt noch minimale Mengen alkohol- 
lislicher Substanz, die aber vernachlissigt werden konnten. Die ersten 
alkoholischen Ausziige waren griinlich gefirbt, bei den spiteren nahm die 
Fiirbung immer mehr ab, so daB sie schlieBlich fast farblos wurden, zu- 
gleich wurde die Menge der von je 100 cem Alkohol aufgenommenen Sub- 
stanz mit zunehmender Zahl der Auskochungen immer geringer. Die 
alkoholischen Filtrate vereinigte man zu je 10, so da8 also im ganzen 
5 Portionen weiter verarbeitet wurden. Die einzelnen Portionen wurden 
eingedampft, es schied sich dabei eine farblose, flockige Masse aus; anfangs 
‘bei Vorversuchen) geschah das Eindampfen bis zur Trockne. Der Riick- 
stand war zum Teil schneeweiB, zum Teil aber braungriin gefirbt und 
harzig-klebrig. Bei den spiteren Versuchen wurden deshalb die alkoho- 
lischen Lésungen nur so weit eingeengt, bis sich ein ganz dicker Brei 
von der weiBen Masse gebildet hatte. Diese wurde nunmehr scharf ab- 
vesaugt, mit wenig Alkohol gewaschen und bei 90—100° getrocknet. Ins- 
gesamt erhielt man so aus 4g des mit Wasser ausgekochten Steinpulvers 
etwa 1,83 g einer fast weiBen Masse. Die Filtrate mit Waschalkohol lieferten 
beim Einengen noch eine kleine Menge der farblosen Substanz, im ubrigen 
aber die erwihnten gefirbten Produkte, aus denen etwas Krystallisierbares 
nicht mehr herauszuholen war. Die weiBe Substanz bestand im wesent- 
lichen aus Kalkverbindungen, sie wurde in der Reibschale griindlich mit 
verdiinnter Salzsiiure durchgearbeitet, das Ungeléste abgesaugt, mit Wasser 
zewaschen, zwischen Filtrierpapier abgepreft und an der Luft getrocknet. 
Das salzsaure Filtrat enthielt sehr wenig Magnesium und sehr viel Kalk. 
Die lufttrockene Masse wurde nunmebhr mit Petrolither angerieben, das 
Ungeldste abgesaugt, mit Petrolither gewaschen und bei 90—100° getrocknet. 
Die petrolitherische Lésung befreite man auf dem Dampfbad vom Petrol- 
‘ither, es hinterblieb ein fliissiger Riickstand, der beim Erkalten zu einer 
weiben krystallinischen Masse erstarrte. Diese Masse wog nur 0,16 g (aus 
obigen 1,33 g), sie schmolz bei 57—58°, verhielt sich also ganz so wie der 
Verdunstungsriickstand der petrolitherischen Ausziige bei den Gallenstein- 
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untersuchungen von EK. Salkowski (a. a. O.) und bestand hier wie dort 
jedenfalls aus einem Gemisch von Palmitinsiure und Stearinsiure, sie wurde 
nicht weiter untersucht. Das vom Petroliither nicht Geléste wog nach dem 
Trocknen 1g (aus den 1,33 g Kalkverbindungen) und war kaum gefirbt. 
DaB ihm aber doch Farbstoff anhaftete, ergab sich beim Umkrystallisieren 
aus 75 °/,iger Essigsiiure. Hier war die erste Mutterlauge deutlich griin 
gefirbt, beim zweiten Umkrystallisieren zeigte die Mutterlauge kaum noch 
eine Fiirbung und beim dritten war sie ganz farblos. Das 2—3 mal umn. 
krystallisierte Produkt erwies sich als rein. Ausbeute mindestens 0,5 ¢ 
(2 mal umkrystallisiert, aus den 1,33 g). Aus den Mutterlaugen 1a8t sich 
noch eine weitere Menge der reinen Substanz gewinnen, wenn man die 
Mutterlaugen in kochsalzgesiittigtes Wasser gieBt, die entstandene Fiillung 
nach einiger Zeit absaugt und aus mdglichst wenig 75°/, iger Essigsiiure 
umkrystallisiert. (In den letzten Mutterlaugen befindet sich vielleicht noch 
eine andere Siure in kleiner Menge, isoliert werden konnte sie aber bisher 
nicht.) Aus 75°/,iger Essigsiure kommt die Substanz in flachen, hiufig zu 
Rosetten angeordneten Nadeln heraus; auch aus Alkohol + Wasser wurde 
der Stoff einigemale umkrystallisiert und so in schénen, diinnen, langen 
Prismen erhalten. Der Kérper erwies sich als stickstofffrei (Dumasschie 
Bestimmung). Schmelzpunkt nicht ganz scharf 185—186°. Fiir die Analyse! 
wurde das Material im Vakuum bei 100°, fiir die Titration unter gewoéhn- 
lichem Druck bei 110° getrocknet. 


4,290, 4,287 mg Subst.: 12,005, 12,000 mg CO,, 4,120, 4,110 mg H,0. 


C,,H,.O; Ber. C 76,54 H 10,71 
Gef. ,, 76,34, 76,36  ,, 10,75, 10,78. 


0,1934 g Subst. (in 10cem absolutem Alkohol gelést) verbrauchten 
5,1 cem "/,).-NaOH. 
C..H,»O, Ber. CO,H 11,96 Aquiv.-Gew. 376 
Gef. ,, 11,87 : 379. 


Nach Schmelzpunkt, Elementaranalyse und Titration muBte man bei 
dem vorliegenden Material an Lithocholsiiure denken. Es wurde nunmehr 
eine Bestimmung der spezifischen Drehung vorgenommen: 


Konzentration 1,756°/, (absoluter Alkohol), abgelesener Winkel im 
2 dm-Rohr + 1,16% [«]!? = + 33,03° 


Fiir [a]p der Lithocholsiure fanden: H. Fischer’) 32,14, H. Wieland 
und P. Weyland’) 23,88, W. Borsche und F. HallwaB‘) 32,72, 
L. Ruzicka und M. W. Goldberg®) 35,5 und 33,8, 8. Kishi®) 33,65 
und 33,82, R.Schoenheimer und F. Berliner’) 32,56. — Auch in der 
Schwerldéslichkeit der Alkalisalze in Wasser und in der Léslichkeit der 


1!) Die in dieser Arbeit angefiihrten Mikroanalysen verdanke ich dem 
Physiologisch-chemischen Institut Leipzig. 

2) Diese Z. 73, 235 (1911). 5) Diese Z. 110, 185 (1920). 

*) Ber. chem. Ges. 55, 3327 (1922). 

5) Helvet. chim. Acta. 18, 669 (1935). 
) Diese Z. 238, 220 (1936). 
‘’) J. of Biol. Chem. 115, 24 (1986). 
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Siure in den verschiedenen Lésungsmitteln stimmte das von mir erhaltene 
Priiparat mit den Angaben des Schrifttums iiberein. Das gleiche gilt fir 
die Farbreaktionen: Pettenkofersche und Fluorescenz-Reaktion positiv, 
Reaktion mit Essigsiiureanhydrid und Schwefelsiure wenig charakteristisch: 
in der Kilte trat zunichst keine, spiter aber, namentlich beim gelinden 
Erwirmen, eine schwache Griinblau-Firbung auf, die beim Stehen allmiihlich 
in Hellbraungriin tiberging. H. Fischer (a. a. O.) fand fiir das aus Rinder- 
callensteinen hergestellte Priparat mit Essigsiureanhydrid—Schwefelsiiure eine 
leichte Griinblaufirbung, die nach H. Wieland und P. Weyland (a. a. O.) 
bei der ganz reinen Lithocholsiure nicht eintritt. 


Zur weiteren Charakterisierung wurde eine Probe (0,3 g) des von mir 
gewonnenen Priparates durch Oxydation mit Salpetersiiure in Lithobilian- 
siure (VI) iibergefiihrt nach der Vorschrift von H. Wieland und P. Wey- 
land (a. a. O., 8. 189) mit der Abweichung, da8 das rohe Oxydationsprodukt 
nicht erst mit Ather behandelt, vielmehr sofort 2 mal aus Eisessig um- 
krystallisiert wurde. Die Krystalle waren schneeweib, aber nicht besonders 
gut ausgebildet. Einzelne besser ausgebildete Prismen waren am Ende 
scharf keilférmig verjiingt, es entspricht dies wohl der Angabe von Wieland 
und Weyland, die von ,,an beiden Enden durch steile Domen abgegrenzten 
Prismen“ sprechen. Zersetzungspunkt unscharf 278°, Wieland und Wey- 
land geben 279°, H. Wieland und E. Dane!) 275° an. Zur Analyse 
wurde der Stoff bei 100° im Vakuum getrocknet. 


4,080, 4,092 mg Subst.: 10,190, 10,220 mg CO,, 3,280, 3,270 mg H,0. 


C.4H3,0, Ber. C 68,21 H 9,07 
Gef. ,, 68,14, 68,14  ,, 9,00, 8,94. 


Nach den vorstehend gemachten Angaben kann es keinem Zweifel 
unterliegen, daB die aus dem Gallenblasenkonkrement isolierte Verbindung 
Lithocholsiiure ist. Da die natiirlich vorkommende Lithocholsiure, wie 
oben erwihnt, die o«-Verbindung ist, die mit Digitonin keine Fillung gibt, 
babe ich das von mir gewonnene Priparat in seinem Verhalten gegeniiber 
Digitonin nach E. Fernholz’) gepriift. Es trat zunichst keine Fiillung 
auf, erst allmihlich erfolgte eine geringfiigige Ausscheidung, die beim Er- 
wirmen in Lésung ging und beim Erkalten der Lésung langsam wieder 
erschien. Wegen ihrer geringen Menge konnte sie nicht weiter untersucht 
werden. Ich muB es deshalb dahingestellt sein lassen, ob diese Aus- 
scheidung auf einen geringen Gehalt des Priiparates an (-Lithocholsiure zu 
veziehen ist, fiir sehr wahrscheinlich halte ich eine solche Beimengung nicht. 


Das mit Alkohol erschépfte Steinpulver wog noch 0,16 g, es waren 
somit 96 °/, (von den 4 g, vgl. oben) von dem Alkohol aufgenommen worden 
und 4°/, ungelést geblieben. Dieser Riickstand enthielt neben amorpher, 
nicht definierter, organischer Substanz Gallenfarbstoff (Gmelinsche Probe), 


') Diese Z. 212, 48 (1932). 

*) Diese Z. 232, 99 (1935). — Anmerkung bei der Korrektur. K. Yama- 
aki u. K. Takahashi [Diese Z. 256, 26 (1938)] fanden fiir Lithochol- 
sdure [a]5° = + 35,0°%. Vgl. ebenda (S. 22) eine Bemerkung iiber die Isolitho- 
cholsiure aus Hiihnergalle. 
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der in Form von Bilirubinkalk bzw. von Calciumverbindungen der Bili- 
rubinumwandlungsprodukte vorlag, ferner sehr wenig Eisen und vielleicht 
etwas Calciumphosphat (Calciumcarbonat war nicht vorhanden). — Be- 
merkt sei noch, daf8 das Konkrementmaterial wiederholt auf Cholesterin 
(Salkowskische Reaktion) gepriift wurde, die Probe fiel stets sehr schwach 
aus, so daf Cholesterin nur in diuBerst geringer Quantitit zugegen sein konnte. 


Zusammenfassung 


Das Steinmaterial enthielt neben wenig Kalkseife die Calcium- 
salze der Lithocholsiure und von Gallenfarbstoffen (Bilirubin 
und Umwandlungsprodukte). Cholesterin war nur in iuBerst ge- 
ringer Menge zugegen. Im iibrigen bestand das Konkrement «aus 
amorphen, nicht definierten, organischen und aus anorganischen 
Stofien. Soweit auf letztere gepriift wurde, lieBen sich (auber 
Calcium) Magnesium und Kisen, beide in sehr kleiner Menge, fest- 
stellen. Vielleicht war etwas Calciumphosphat vorhanden, Calcium- 
carbonat fand sich nicht. — Lithocholsiure, in gekuppelter oder 
ungekuppelter Form, diirfte ein normaler Bestandteil der Schweine- 
galle sein. 

Nachtrag vom 16. 11. 1938 


Beim Durchsehen des Schrifttums war mir eine Arbeit ent- 
gangen, auf die ich erst durch das Referat im Chem. Zentralblatt vom 
16. 11. (1988, II, 3410) aufmerksam wurde. R.Schoenheimer uni 
Ch. G. Johnston [{J. of Biol. Chem. 120, 499 (1937)] fanden in 
6150 Gallenblasen von Schweinen nur sieben kleine Steine. Diese 
waren beim Herausnehmen gelb und wachsartig, nach dem Trocknen 
wurden sie dunkler, hart und spréde. Sie enthielten hauptsichlich 
Lithocholsiure, wahrscheinlich als Calciumsalz, neben kleinen 
Mengen von Farbstofi, Cholesterin nur in Spuren. Meine Arbeit 
bildet also eine unabhingige Bestitigung und, da ich nach einer 
anderen Methode gearbeitet habe und die gréBere Materialmenge 
eine weitere Charakterisierung der Lithocholsiure gestattete, Hr- 
ginzung zu der Untersuchung von Sch. und J. Die von Sch. 
und J. untersuchten kleinen Steine scheinen in bezug auf den 
charakteristischen Bestandteil reiner gewesen zu sein als das yor 
mir beschriebene, die ganze Gallenblase ausfillende Konkrement. — 
In einer Fufnote zu ihrer Mitteilung geben Sch. und J. an, dab 
die Gallensiiuren der Schweinegalle mehr als 8°/, der Fernholz- 
schen Oxyketosiure (vgl. oben, 8.163) enthalten [vgl. auch M. Anche! 
u. R. Schoenheimer, J. of Biol. Chem. 124, 609 (1938)]. 
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